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Lors d’une infection, les lymphocytes T (LT) CD8 naïfs entre dans une phase de 
prolifération rapide durant laquelle ils se différencient en LT effecteurs (LTe) capables 
d’éliminer l’agent infectieux par activité cytolytique directe ou par la production de cytokines. 
Au pic de la réponse, il existe deux sous-populations de LT effecteurs : d’une part, les SLEC 
pour « short lived effector cells » (CD127faibleKLRG1fortT-betfortEOMESfaible) qui meurent par 
apoptose suite à l’élimination du pathogène et d’autre part, les MPEC pour « memory precursor 
effector cells » (CD127fortKLRG1faibleT-betfaibleEOMESfort) dont certains survivent et se 
différencier au cours du temps en LT CD8 mémoires (LTm) qui nous protége alors contre une 
seconde infection par le même pathogène. Toutefois, les mécanismes moléculaires permettant 
l’établissement d’une mémoire immunitaire fonctionnelle à long terme sont encore méconnus.  
De plus, dans le cas d’infection chronique ou de cancer, la persistance de l’antigène (Ag) 
et de l’inflammation conduisent à un gain d’expression de récepteurs inhibiteurs (RI) (PD-1, 
Lag-3, 2B4, etc.) à la surface des LTe provoquant une perte progressive de leur fonctionnalité 
(production de cytokines et cytotoxicité), les empêchant ainsi de se différencier en LT CD8 
mémoires. Toutefois, il est possible de les revigorer par un traitement inhibant l’interaction entre 
les RI et leurs ligands. Lors d’une infection chronique, il existe deux sous-populations de LT 
CD8 épuisés, les progéniteurs (PD-1intT-Betfort) qui ont gardé certaines fonctions effectrices et 
qui peuvent donner naissance, en se divisant, aux LT CD8 épuisés de façon terminale (PD-1fortT-
Betfaible). Seules les cellules exprimant un niveau intermédiaire de PD-1 peuvent être revigorées. 
Ainsi, mieux comprendre les mécanismes moléculaires à l’origine de la différenciation 
des LT CD8 à la suite d’une réponse immunitaire aiguë ou chronique pourrait permettre 1) 
d’améliorer les stratégies de vaccinations actuelles pour générer plus de LTm CD8 fonctionnels 
à longue durée de vie, et 2) empêcher ou diminuer l’état d’épuisement des LT dans le cas 






Nous avons émis l’hypothèse que la voie de signalisation Notch contrôle la 
différenciation des LT CD8 suite à une infection aiguë ou lors d’une infection chronique. Des 
souris sauvages ou déficientes pour Notch ont été soit vaccinées, soit infectées avec la bactérie 
intracellulaire Listeria monocytogenes (Lm-OVA) ou encore infectée avec la souche clone13 
du virus de la chorioméningite lymphocytaire qui établit une infection chronique chez la souris.  
Suite à une réponse lymphocytaire CD8 aiguë, l’absence de la voie de signalisation 
Notch provoque une baisse de la production de cytokines, une diminution de la génération des 
SLEC associée à une plus faible expression de CD25 sans toutefois affecter la génération des 
LTm. De plus, la diminution de la génération de SLEC n’est pas le résultat d’un défaut 
d’expression des facteurs de transcription T-bet, EOMES ou Blimp-1. Enfin, la surexpression 
de la molécule CD25 dans les LTe déficients pour Notch ne permet pas de restaurer la génération 
de SLEC. Tous ces résultats suggèrent que la voie de signalisation Notch contrôle la génération 
de SLEC par la régulation de l’expression d’un régulateur transcriptionnel essentiel à la 
génération des SLEC encore inconnu. Une autre explication pourrait être que cette voie 
collabore au promoteur de gènes cibles avec les facteurs de transcription connus pour être 
essentiels à la génération de SLEC. 
Suite à une infection chronique, nous avons démontré que l’absence de la voie de 
signalisation Notch corrèle avec une augmentation des niveaux d’expression de récepteurs 
inhibiteurs PD-1 et Lag-3. Ce phénotype est associé à une diminution de l’expression de 
cytokines 15 et 30 jours post-infection. De plus, les LT CD8 épuisés déficients pour Notch se 
différencient préférentiellement de façon terminale, ce qui conduit à une augmentation de la 
charge virale 30 jours post-infection. En conséquence, les LT CD8 déficients pour la voie de 
signalisation Notch ne peuvent être revigorés par un traitement bloquant la voie de PD-1.  
En conclusion, nous avons découvert que la voie de signalisation Notch est un acteur 
essentiel à la différenciation des LT CD8 que cela soit à la suite d’une infection aiguë ou d’une 
infection chronique. Cette voie permet la différenciation terminale en SLEC des LT CD8 suite 
à une infection aiguë alors qu’elle protège les LT CD8 lors d’infection chronique. 





Following an infection, naïve CD8 T cells expand and differentiate into effectors able to 
eliminate the pathogen by direct cytolysis or by cytokine production. At the peak of the 
response, two populations of effectors are distinguishable: short-lived effector cells (SLECs) 
(CD127lowKLRG1highT-bethighEOMESlow) meant to die by apoptosis and memory precursor 
effector cells (MPECs) (CD127highKLRGlowT-betlowEOMEShigh) destined to survive as memory 
cells that will confer long-term protection. Thus, following activation, the CD8 T cell faces a 
binary cell fate decision.  
Furthermore, following cancer or chronic infection, persistence of antigen and sustained 
inflammation direct the effector to differentiate into an exhausted state. As the chronic infection 
progresses, CD8 T cells gain expression of inhibitory receptors leading to a progressive loss of 
their functionality and fail to differentiate into memory CD8 T cells. In-vivo blockade of the 
inhibitory receptors PD-1 during chronic infection or during cancer lead to gain of function of 
CD8 T cells and decreased viral load or tumor burden revealing a crucial role for this receptor 
in CD8 T cell exhaustion. Two subpopulations of exhausted CD8 T cells exist: the progenitor 
subset, which expresses low level of PD1, those cells maintain residual proliferative capacity 
and are still able to produce some cytokines such as IFN-gamma and TNF-alpha. The other 
subset corresponds to the terminally differentiated subset that coexpresses PD-1 along with 
another IR like CD160 and Lag-3. However, PD-1/PDL1 blockade will only reinvigorate cells 
expressing intermediate level of PD-1 (PD-1int). 
Thereby, a better understanding of the molecular mechanism by which CD8 T cell 
differentiates following acute or chronic infection will allow to 1) improve actual and future 
vaccination strategies to generate large numbers of highly functional memory CD8 T cells and 
2) to counteract the exhausted phenotype of CD8 T cells following chronic infection or cancer.  
In CD8 T cell, it was known that Notch directly controls the expression of cytokines as 
interferon-gamma (IFN-g) and effector molecules as granzyme B (GrzmB) but also controls the 
expression of the transcription factors T-bet and EOMES. However, those transcription factors 
are known to be important for SLEC/MPEC differentiation. Indeed, T-bet is essential for SLEC 
generations while EOMES is highly expressed in MPEC. Moreover, T-bet expression support 
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the differentiation of progenitors while EOMES defines terminally differentiated CD8 T cell 
following chronic infection.   
We hypothesized that the Notch signaling pathway controls CD8 T cell differentiation 
following acute or chronic infection. Thereby, we used mice in which only mature CD8 T cells 
are deficient for Notch1 and Notch2. As, Notch3 and Notch4 are not expressed in CD8 T cells, 
this allows us to study the role of this pathway. Those mice were either vaccinated with OVA-
pulsed dendritic cells or were acutely infected with Listeria monocytogenes expressing OVA 
(Lm-OVA) or were chronically infected with lymphocytic choriomeningitis virus (LCMVcl13). 
Following infection with Listeria monocytogenes (Lm) or vaccination with antigen-
pulsed dendritic cells, Notch deficiency induced a decrease in cytokines production but also a 
decreased SLEC generation along with a weaker expression of CD25, the high affinity chain of 
the IL-2 receptor without impairing memory generations. This defective SLEC generation is not 
due to a decreased expression of the transcription factors T-bet, EOMES or BLIMP-1. However, 
restoration of CD25 in Notch deficient T cells did not correct SLEC differentiation. These 
results suggest either that Notch regulates the expression of new players involved in SLEC 
differentiation or Notch signalling collaborates with already known actors of SLEC 
differentiation such as T-bet or Blimp-1.  
Following a chronic infection with LCMVcl13, Notch-deficient virus-specific CD8 T 
cells express higher levels of IRs and produce less cytokines and granzyme B when compared 
to Notch-sufficient CD8 T cells at days 15 and 30 post-infection. Moreover, Notch-deficient 
effectors preferentially differentiate into the terminal-progeny subset at the expense of the 
progenitor subset. As of consequence, Notch-deficient exhausted CD8 T cells cannot be 
reinvigorated following PD-1/PDL-1 blockade and cannot properly control viral load. 
In conclusion, we uncover a new role for the Notch signaling pathway controlling CD8 
T cell differentiation following acute or chronic infection. This pathway controls SLEC 
generation following vaccination or acute infection while protecting CD8 T cell from exhaustion 
following a chronic infection.  
 
Keywords : CD8 T cell, Notch signaling pathway, acute/chronic infection, T cell exhaustion. 
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1. La réponse lymphocytaire CD8 suite à une infection 
aiguë 
 
1.1. Cinétique de la réponse immunitaire 
Le système immunitaire (SI) se définit par l’ensemble des éléments qui composent la 
défense d’un organisme contre les infections transmises par des microorganismes. Il peut être 
divisé en deux branches intriquées qui travaillent conjointement pour assurer la défense de 
l’organisme. Dans les premiers jours suivant une infection, l’immunité innée, composée 
principalement de macrophages, de cellules « natural Killer » (cellules NK), de neutrophiles 
ainsi que des cellules dendritiques permet la détection du pathogène, l’établissement d’une 
réponse aspécifique à son encontre limitant ainsi sa dissémination et initie la mise en place de 
l’immunité adaptative. Cette dernière permet l’établissement d’une réponse spécifique à l’agent 
infectieux conduisant non seulement à son élimination, mais aussi à la mise en place d’une 
mémoire immunitaire protégeant ainsi l’organisme d’une réinfection. L’immunité adaptative est 
composée des lymphocytes T (LT) CD4 et CD8 responsables de la réponse cellulaire ainsi que 
les lymphocytes B (LB) qui mettent en place la réponse humorale. Suite à leur activation, les 
LT CD8 entrent dans une phase de prolifération massive durant laquelle ils différencient en LT 
effecteurs (LTe) (Figure 1). Suite à cette phase de prolifération, les LTe sont non seulement en 
suffisamment grand nombre, mais ils sont aussi hautement fonctionnels. Leur fonction consiste 
à détecter et éliminer toutes cellules de l’hôte ayant été infectées par un pathogène. Au pic de la 
réponse, deux sous-populations existent parmi les LTe : d’une part, les SLEC, pour « Short lived 
effector cells », expriment fortement KLRG1 et faiblement CD127 (KLRG1fortCD127faible) et 
meurent rapidement durant la phase de contraction et, d’autre part, les MPEC expriment 
faiblement KLRG1 et fortement CD127 (KLRG1faibleCD127fort), survivent à long terme et se 
différencient en lymphocytes T CD8 mémoires (LTm) (Figure 1). Ces LTm sont capables de 
nous protéger lors d’une réinfection par le même pathogène. Les LTm sont divisés en plusieurs 
sous-populations différenciées sur la base d’expression de marqueurs spécifiques, de leur 
localisation et de leur fonctionnalité (Figure 1). Les LTm dits centraux (CM) expriment 
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fortement le récepteur aux chimiokines CCR7 et la L-selectine CD62L ce qui favorise une 
localisation préférentielle dans les organes lymphoïdes secondaires (OLS). Au contraire, les 
LTm effecteurs (EM) n’expriment pas ces deux marqueurs et se retrouvent majoritairement dans 
le sang et dans les organes non lymphoïdes où ils patrouillent. Enfin, les LTm résidents (RM) 
sont confinés dans les organes ayant subi une précédente infection, ils ne recirculent jamais et 
constituent la première ligne de défense en cas de réinfection. Ces trois principales sous-
populations de LTm ont des caractéristiques spécifiques qui permettent, ensemble, de protéger 
l’organisme à long terme. Cependant, les mécanismes moléculaires contrôlant ces choix de 
différenciation ne sont pas encore bien compris. 
 
Figure 1. Les sous-populations de LT CD8 au cours d’une infection. Lors d’une 
infection, le pathogène prolifère rapidement (courbe rouge). Les LT CD8 capables de 
reconnaître l’agent infectieux s’activent alors et entrent dans une phase de prolifération 
massive durant laquelle ils se différencient en LTe fonctionnels capables d’éliminer 
l’agent infectieux. Au pic de la réponse, deux sous-populations de LTe existent : les SLEC 
destinés à mourir par apoptose lors de la phase de contraction et les MPEC dont certains 
survivront et se différencieront au cours du temps en LTm. Parmi les LTm, il existe 
plusieurs sous-populations : les lymphocytes T mémoires centraux (LTCM), les 











































1.2. La phase d’expansion 
Chez l’humain comme chez la souris, le nombre de précurseurs de LT CD8 naïfs 
spécifique pour un antigène particulier est fixé, soit entre 80 et 3000 chez la souris et de 10 000 
à 600 000 chez l’humain, ce qui est très faible compte tenu de la taille de l’organisme à protéger1-
4. Cela représente chez la souris une fréquence comprise entre 1 LTn spécifique d’un antigène 
donné pour 164000 LT CD8 dans le cas des LTn spécifiques les plus rares et 1 LTn pour 33000 
LT CD8 dans le cas des plus abondants (soit entre 6x10-6 et 3x10-5){Obar:2008ku}1. Chez 
l’humain, la fréquence des LTn spécifiques d’un antigène est similaire à celle des souris 
puisqu’elle est comprise entre 0,6x10-6 et 1,3x10-4. Ainsi, la probabilité qu’un LT naïf rencontre 
l’antigène pour lequel il est spécifique en cas d’infection est faible, ce qui peut entraîner un délai 
important dans l’établissement d’une réponse immunitaire adaptative. Cependant, la migration 
rapide de ces LT dans l’organisme associée à la particularité qu’ils transitent régulièrement par 
les OLS comme les ganglions lymphatiques drainants (GLD) permet de réduire 
considérablement ce délai. 
1.2.1 La reconnaissance antigénique 
Les LT ne peuvent reconnaître l’antigène pour lequel ils sont spécifiques que si celui-ci 
lui est présenté par une CPA via leurs molécules de complexe majeur d’histocompatibilité 
(CMH). En effet, les LT CD8 reconnaissent les peptides qui leur sont présentés par un CMH de 
classe I (CMHI) tandis que les LT CD4 reconnaissent uniquement des peptides présentés par un 
CMH de classe II (CMHII). Le CMHII présente généralement des peptides issus de la digestion 
de protéines extracellulaires dans des endosomes tandis que les CMHI présentent des peptides 
issus de la digestion de protéines présentes dans le cytoplasme des cellules qui les présentent.  
1.2.1.1 Structure du récepteur T (RCT) 
Les récepteurs T (RCT), exprimés à la surface des LT, ont une structure très similaire au 
fragment Fab des immunoglobulines. Ils sont composés de deux chaînes polypeptidiques a et 
b. Chacune de ces chaînes se structure en un domaine variable V et un autre domaine constant 
C. Les deux chaînes a et b forment des hétérodimères reliés entre eux par des ponts disulfures. 
Les deux chaînes traversent la membrane lipidique grâce à un domaine hydrophobe. Ce sont 
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dans les régions variables que se concentrent les polymorphismes, au niveau de boucles dites 
hypervariables, permettant la reconnaissance d’un grand nombre d’antigènes différents. Ainsi, 
les boucles hypervariables provenant des chaînes a et b forment trois régions déterminantes 
complémentaires (RDC) qui pourront alors reconnaître le complexe CMH-peptide.   
Avant d’interagir avec le peptide antigénique, le RCT établit des contacts avec le CMH 
au niveau d’acides aminés conservés dans les régions variables des chaînes a et b contenus dans 
les boucles RDC1 et RDC2 du TCR. Cela permet d’optimiser la position des deux molécules 
favorisant ainsi l’interaction avec le peptide antigénique qui s’effectue au niveau des boucles 
RDC3 du TCR. Cependant, la partie cytoplasmique du RCT est très courte et ne dispose pas de 
domaine permettant la transduction du signal. De plus, la surexpression des chaînes a et b du 
RCT conduit directement à leur dégradation, avant même qu’elles ne soient exprimées à la 
surface, ce qui suggère que d’autres molécules sont requises pour 1) qu’il soit exprimé à la 
surface et 2) transduire le signal. En effet, le RCT forme un complexe avec les chaînes CD3g, 
CD3d, CD3e et avec un homodimère de CD3z formé par des liaisons covalentes. Les molécules 
de CD3g, CD3d et CD3e ont un domaine extracellulaire proche des immunoglobulines tandis 
que les CD3z sont caractérisées par un petit domaine extracytoplasmique. Dans leurs domaines 
intracellulaires, les molécules de CD3 ont toutes des motifs d’activation des récepteurs immuns 
basés sur la tyrosine (ITAM). Les molécules CD3g, CD3d et CD3e contiennent un ITAM alors 
que chaque molécule de CD3z en contient trois. Chaque ITAM contient deux tyrosines pouvant 
être phosphorylées. 
1.2.1.2 La voie de signalisation du RCT  
Lors de l’interaction du CMHI avec le RCT, la protéine tyrosine kinase de la famille des 
src-kinases telle que Lck sont recrutées sur la partie intracytoplasmique des corécepteurs CD8. 
Le rapprochement des corécepteurs permet la transphosphorylation des protéines Lck entre elles 
au niveau de leur tyrosine située en position 394 contribuant à les activer davantage. Une fois 
activée, Lck induit la phosphorylation des ITAM des molécules de CD3 incluant les trois motifs 
ITAM de CD3z. La phosphorylation de ces motifs permet le recrutement de la protéine kinase 
Zap70 qui peut alors catalyser la phosphorylation de la protéine membranaire adaptatrice LAT. 
La forme phosphorylée de LAT sert de plateforme à de nombreuses protéines qui contribueront 
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alors à l’activation de plusieurs complexes de signalisation5-8. Le domaine SH2 de la 
phospholipase Cg1 (PL Cg1) interagit avec la forme phosphorylée de LAT, ce qui la séquestre 
au niveau de la membrane plasmique, lui permettant ainsi de catalyser la réaction d’hydrolyse 
du phosphatidylinositole(4,5)biphosphate [PtdIns(4,5)P2]. Cette réaction génère d’une part, 
l’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) qui est responsable de la libération de calcium par le réticulum 
endoplasmique et, d’autre part, du diacylglycérol (DAG) qui permet alors l’activation de la 
protéine kinase C (PKC) et de la voie Ras. L’activation de ces différentes voies conduiront 
ultimement à l’activation des facteurs de transcription NFAT, AP1 et NFkB qui permettront le 
programme génétique nécessaire à l’activation, la prolifération et la différenciation des LT CD8 
(revue dans9). 
1.2.1.3 Formation de la synapse immunologique 
Lorsque le RCT interagit avec le CMHI présentant un peptide antigénique, il s’en suit 
un regroupement rapide des RCT présents à la surface du LT CD8 en cours d’activation sous 
forme de clusters10-13. C’est ainsi que s’initie la formation de la synapse immunologique (SI) 
(Figure 2). Les microclusters de RCT forment le centre de la SI, appelé cSMAC (pour « central 
region of the supra-molecular activation complex ») et se composent, en plus de RCT, de 
molécules accessoires telles que LAT, la protéine kinase PKC-q14-16. Autour du cSMAC se 
trouve le pSMAC (pour « peripheral SMAC ») qui se compose principalement d’intégrines 
telles que LFA-1 (« Lymphocyte function-associated antigen 1 »)16,17. Ces molécules 
interagissent avec les adhésines exprimées par la CPA, ce qui permet de maintenir ces deux 
cellules en contact suffisamment longtemps pour que l’activation du LT CD8 soit complète. 
Enfin, à l’extérieur du pSMAC se trouvent différentes protéines telles que CD44, CD43 et 
CD45, ce qui constitue le dSMAC (« distal SMAC »)18,19. Cette dernière protéine joue un rôle 
négatif dans l’activation de la voie de signalisation du RCT, notamment en inhibant Lck, et son 
action est inhibée grâce à son éloignement spatial du RCT20. Ces molécules se retrouvent 
exclues du cSMAC à cause de leur taille encombrante. En effet, la taille de CD45 est supérieure 
à la distance séparant la CPA du LT estimée à environ 15hm, ce qui correspond à la taille du 




Figure 2. Représentation schématique de la synapse immunologique et des molécules 
qui la composent. En gris, le dSMAC, en vert, le pSMAC et en brun, le cSMAC. Adapté 
de 22.  
 
1.2.2 La costimulation 
Chez l’humain comme chez la souris, il est connu depuis longtemps que l’activation des 
LT CD8 requiert trois signaux. Le premier est induit par le RCT tandis que le second consiste 
en un signal de costimulation donné par la CPA lors de la reconnaissance antigénique. Enfin, le 
troisième signal est contrôlé par les cytokines présentes dans le milieu lors de l’activation des 
LT CD8 durant leur activation. Le signal de co-stimulation est essentiel puisque son absence 
induit l’anergie des LT CD823-25. Les cascades de signalisations induites par la costimulation 
sont souvent les mêmes que celles induites par le TCR, ce qui permet de renforcer l’activation 
des LT CD8. Les cellules T expriment différents récepteurs à leurs surfaces qui, lorsqu’ils 
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interagissent avec les ligands pour lesquels ils sont spécifiques, pourront induire ce signal de 
costimulation. Or, l’expression de ces ligands est induite par la présence de signaux de dangers 
provenant des pathogènes à la surface des CPA. Il existe différentes familles de récepteurs 
participant au signal de costimulation et chacune de ces familles agit via divers mécanismes 
moléculaires pour soutenir l’activation des LT CD8. Les différentes molécules de co-stimulation 
sont présentées dans la figure 3.  
 
Figure 3. Les molécules de costimulation et leurs ligands. Les flèches représentent les 
interactions possibles entre les ligands et leurs récepteurs. Adapté de 26.   
 
1.2.2.1 La superfamille des immunoglobulines de type CD28 
Cette superfamille est composée de plusieurs récepteurs ayant un rôle positif sur la 
réponse lymphocytaire CD8 tel que CD28 tandis que d’autres ont une action négative sur 





La glycoprotéine CD28 est la première molécule de costimulation à avoir été identifiée. 
Son engagement est essentiel à l’activation, la survie et à la prolifération des LT CD8 en cours 
d’activation. Cette molécule est exprimée sur les LT CD8 naïfs, ce qui lui permet d’interagir 
avec ses ligands, B7-1 ou B7-2, aussitôt qu’une liaison s’établit entre le RCT et son agoniste. 
Cette molécule est d’ailleurs recrutée au niveau des regroupements formés par l’agrégation de 
RCT, au niveau du cSMAC. Sa présence dans le cSMAC permet l’accumulation rapide de 
radeaux lipidiques favorisant la phosphorylation des molécules essentielles à la signalisation du 
RCT27. De plus, pour que la protéine PKC-q soit recrutée au cSMAC dans le but d’être activée 
pour initier la signalisation du RCT, il faut qu’elle y soit recrutée en se fixant directement à la 
protéine CD28 via son domaine YMNM28,29. En plus de favoriser l’activation de la voie du RCT, 
CD28 interagit, grâce à son motif YMNM, avec la phosphatidylinositole 3‑kinase (Pi3K) qui 
activera alors la protéine Akt qui, à son tour, conduira à l’activation de NFkB, de NFAT, de la 
protéine « mammalian target of rapamycin » (mTOR) et du transporteur de glucose Glut1, 
favorisant ainsi le changement de métabolisme nécessaire à l’activation des LT CD830. Enfin, 
CD28 permet le recrutement de la protéine RAS guanyl nucleotide-releasing protein (RASGRP) 
qui permet alors l’activation de RAS, des c-Jun N-terminal kinase (JNK) et des « extracellular 
signal-regulated kinases » (ERK), ce qui favorisera la survie et la prolifération cellulaire31. 
L’absence de costimulation par CD28 empêche l’activation des LT CD8 et ceux-ci deviennent 
anergiques23-25. 
 
1.2.2.1.2 Superfamille des récepteurs au « tumor necrosis factor » (TNFR) 
Cette superfamille de récepteurs, incluant 4-1BB, OX40, CD27, GITR et HVEM, 
promeut la survie, la prolifération ainsi que la production de cytokines en interagissant 
directement avec la voie de signalisation du RCT. En effet, l’interaction de ces récepteurs avec 
leurs ligands permet le recrutement des protéines adaptatrices « TNF receptor-associated factor 
(TRAF), induisant l’activation de la voie de signalisation32. Le recrutement de TRAF au niveau 
des TNFR induit l’activation de nombreuses voies de signalisation dont celles de NFkB, JNK, 
« p38-mitogen-activated protein kinase » (MAPK) et « extracellular signal-regulated kinase » 
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(ERK) et conduis à l’activation des facteurs de transcription « nuclear factor of activated T-
cell » (NFAT) et « activator protein » (AP1)26,32.  
 
1.2.3 Signal 3 : Les médiateurs solubles 
En plus des signaux induits par la reconnaissance antigénique et par la costimulation, un 
troisième signal est requis pour l’activation optimale des LT CD8. Cependant, le rôle des 
cytokines ne se limite pas à l’activation complète des LT CD8. Au contraire, celles-ci permettent 
non seulement le contrôle des 2 phases, celles d’expansion et de contraction, mais contrôlent 
aussi les évènements de différenciation des LT CD8.  
Lors d’une infection par un pathogène, des molécules associées au danger sont détectées 
par les cellules de l’immunité innée comme les CPA. Celles-ci s’activeront et commenceront à 
produire et sécréter diverses cytokines, dont la qualité et les quantités relatives sont dépendantes 
du type de pathogène, ce qui permet d’adapter au mieux la réponse lymphocytaire à son 
encontre33. Ces cytokines sont majoritairement les interférons (IFN) de type I, l’IL-12 et l’IL-2 
et sont perçues par les LT CD8 au moment de la reconnaissance antigénique lors de leurs 
interactions avec les CPA, ce qui améliore leur activation.  
 
1.2.3.1 Les interférons de types I (IFN-a et IFN-b) et l’interleukine 12 (IL-
12) 
Ces deux types de cytokines ont un rôle redondant puisqu’elles agissent de concert avec 
la voie de signalisation induite par la reconnaissance antigénique ainsi qu’à la costimulation 
pour induire la prolifération et la différenciation des LT CD834-40. La signalisation induite par 
ces cytokines à des temps précoces favorise la survie et permet de soutenir la prolifération des 
LT CD8 par le maintien de l’expression de la chaîne de haute affinité du récepteur à l’IL-2, 
CD25, dont l’importance sera discutée plus bas41.  
Le récepteur à l’IL-12 est composé de deux chaînes, IL-12Ra et IL-12Rb. Il est 
rapidement induit suite à l’activation des LT CD8 et l’engagement de celui-ci avec son ligand 
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conduit à l’activation du facteur de transcription (FT) STAT442,43. L’IL-12 est produite par les 
cellules dendritiques (CD) et les macrophages.  
Les interférons de types I sont composés de l’IFN-a et de l’IFN-b et signalent via leurs 
récepteurs IFNAR composés de deux sous-unités, IFNAR1 et IFNAR2. Lorsqu’il interagit avec 
ses ligands, ce récepteur recrute les protéines JAK1 et JAK2 qui phosphoryleront STAT1 et 
STAT2, lesquelles dimériseront pour migrer jusqu’au noyau où ils induiront la transcription de 
gènes cibles en se fixant à leurs promoteurs au niveau de la séquence ISRE (« Interferon-
sensitive response element » en anglais)44. Cette cytokine est induite par les cellules de 
l’immunité innée lorsqu’elles détectent des molécules de dangers (PAMP) exprimées par les 
virus et les bactéries45.  
1.2.3.2 L’interleukine-2 (IL-2) 
Cette cytokine est produite par les CD, les mastocytes, et les cellules NK, mais est 
majoritairement produite par les cellules T et agit en partie de façon autocrine. La stimulation 
des LTe par le TCR active l’expression de la chaîne de haute affinité du récepteur à l’IL-2, ce 
qui amplifie l’activation de cette voie de signalisation à des temps précoces. Par la suite, ce sont 
les signaux induits par l’IL-2, l’Il-12 et les IFN de type I, notamment, qui permettent le maintient 
de l’expression de CD25 au cours du temps. Cette voie de signalisation favorise la survie et 
permet de soutenir la prolifération des cellules T CD841. En effet, le maintien de l’expression de 
CD25 prolonge l’expression des molécules du cycle cellulaire et augmente l’expression de la 
molécule anti-apoptotique Bcl-2, ce qui corrèle avec un grand nombre de divisions des LT CD8. 
Ce mécanisme est important puisque cela permet l’accumulation optimale de LT CD8 pour 
l’élimination de Listeria monocytogenes et du virus de la chorioméningite lymphocytaire 
(LCMV)46-51. L’importance de cette voie dans le contrôle des choix de différenciation des LT 
CD8 sera discutée dans le chapitre 1.5.  
1.2.3.3 L’interféron-gamma (IFN-g) 
Cette cytokine est produite majoritairement par les LT CD8 activés, les LT CD4 Th1 
ainsi que par les cellules NK et NKT. Cette cytokine est importante lors de la phase d’activation 
pour favoriser l’accumulation des LT CD8. Il a en effet été démontré que l’expansion clonale 
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des LT CD8 est deux fois plus faible en absence de cette cytokine dans un modèle de vaccination 
au LPS avec le peptide OVA dans un modèle d’infection par le virus LCMV-Arm52,53.  
1.2.3.4 L’interleukine 15 (IL-15) 
Il a été démontré chez la souris que suite à une infection par le virus de la grippe, la 
déplétion des CD pulmonaires conduit à une faible réponse des LT CD8 et plus faible 
élimination du virus54. La réponse plus faible des LT CD8 n’est pas la conséquence d’une 
prolifération moins importante mais est due à une survie plus faible de ces derniers. En effet, 
les auteurs ont démontré que l’IL-15 présent à la surface des DC pulmonaires est présentée aux 
LT CD8 sous forme de complexe IL-15-IL-15R. De plus, le blocage de l’IL-15 ou du récepteur 
IL-15 sur les CD résulte en une augmentation de l’apoptose des LT CD8 dans le poumon. Dans 
une autre étude chez la souris, les auteurs démontrent que l’IL-15 et le TGF-b ont des effets 
opposés sur la survie des SLEC. Tandis que le TGF-b induit l’apoptose des SLEC, l’IL-15 
favorise leur survie. Ce mécanise n’implique pas la régulation négative d’une de ces deux voies 
par rapport à l’autre mais plutôt en régulant la balance des molécules anti- ou pro-apoptotique55. 
En accords avec ces résultats, l’IL-15 produit par des CD dérivées de moelle osseuse in vitro 
conduit la encore à meilleure survie des LT CD856.  
1.2.3.5 L’interleukine 21 (IL-21) 
L’IL-21 est principalement produite par les LT CD4 et est un facteur de survie des LT 
CD8 chez la souris et l’humain lors d’une infection par vaccinia virus57. Cette cytokine promeut 
la survie des LT CD8 par un méchanisme dépendant de l’activation de STAT1 et STAT3 
conduisant à l’expression de molécules anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et Bcl-xL. Par ailleurs, 
il a été démontré que cette cytokine synergise avec l’IL-2 pour augmenter la prolifération des 
cellules T humaines58. En plus de son rôle dans la survie et la prolifération, l’IL-21 supporte 
l’acquisition des fonctions effectrices et de la cytotoxicité des LT CD8 murins in vitro59. 
Paradoxalement, le traitement des cellules avec cette cytokine conduit à une plus faible 
production d’IFN-g.       
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1.2.3.6 Rôle de l’aide CD4 dans l’activation des LT CD8 
Pour que la réponse lymphocytaire CD8 soit optimale, il est nécessaire que les LT CD4 
soient, eux aussi, activés213-220. En effet, en absence des cellules T CD4, les LT CD8 qui se 
différencient n’ont pas la capacité de survivre longtemps dans l’organisme et ont une capacité 
proliférative diminuée suite à un second défi immunologique221-224. En effet, les cellules T CD4 
permettent la maturation fonctionnelle des CPA (« licencing » en anglais). En effet, l’interaction 
du ligand de CD40 (CD40L), exprimé par les LT CD4, avec son récepteur CD40, exprimé à la 
surface des CPA, conduit à l’augmentation de la présentation antigénique et augmente la 
capacité de costimulation de ces cellules bien que ce mécanisme ne soit pas toujours 
nécessaire213,225-228. Ainsi, les LT CD8 qui rencontrent des CPA ayant été maturés par les CD4 
établissent une réponse CD8 robuste. Il est à noter que le CD40L exprimé par les CD4 peut aussi 
interagir avec le CD40 des LT CD8, mais les conséquences de cette interaction ne sont pas 
encore bien connues222. De plus, les CPA ayant été maturées commencent à sécréter les 
chimiokines CCL3 et CCL4 (CC-chemokine ligand ») qui peuvent alors guider les LT CD8 
naïfs qui expriment le récepteur au chimiokines CCR5 dans les ganglions, augmentant ainsi 
fortement la probabilité pour un LT CD8 naïf de rencontrer l’antigène pour lequel il est 
spécifique229. Les CD ainsi maturées par les CD4 produisent de l’IL-12 et de l’IL-15, deux 
cytokines importantes pour la survie des LTe CD8. Par ailleurs, les LT CD4 peuvent aider 
directectement à l’activation des LTe CD8 en produisant de l’IL-2 et de l’IL-21, deux cytokines 
favorisant leur survie.      
 
1.2.4 Les propriétés et phénotypes des LT CD8 effecteurs 
1.2.4.1 Caractéristiques des LT CD8 effecteurs 
L’activation des LT CD8 change radicalement leurs phénotypes, leurs propriétés ainsi 
que leur localisation. Suite à leur activation, les LT CD8 entrent dans une phase de prolifération 
massive durant laquelle ils se différencient en LTe. Le programme transcriptionnel des LTe est 
initié très rapidement après leur activation, ce qui impacte profondément leurs phénotypes. Il a 
été estimé à 4000 le nombre de gènes différentiellement exprimés entre les LTn et les LTe60,61. 
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Parmi ces gènes, on compte ceux impliqués dans la division cellulaire. En effet, les LTe peuvent 
se diviser jusqu’à 19 fois, ce qui peut représenter au pic de la réponse, entre 20 000 et 400 000 
fois le nombre de précurseurs naïfs qui étaient présents avant l’infection62. En plus d’induire la 
prolifération de ces cellules, ce changement de programme transcriptionnel affecte la migration 
des LTe. Ces derniers répriment notamment l’expression de la L-selectine CD62L ainsi que 
celle du récepteur aux chimiokines CCR7 et induit, entre autres, l’expression de S1PR1 
(« sphingosine 1-phosphate receptor type 1 ») et du récepteur de chimiokines CXCR3, ce qui 
favorise la sortie des OLS pour rejoindre le site d’infection63-66. Parmi les gènes dont 
l’expression est induite dans les LTe se trouvent ceux importants pour leur fonctionnalité. Ils 
commencent en effet à exprimer rapidement des cytokines telles que l’IFN-g, l’IL-2, le TNF-a 
et l’IL-10, mais produisent aussi la granzyme B (GrzmB) et la perforine (perf) ainsi que le 
FASL, ce qui leur permet d’éliminer efficacement les cellules de l’hôte ayant été infectées33,67,68. 
1.2.4.2 Les sous population de LT CD8 effecteurs 
Au pic de la réponse, les LT CD8 murins répondant à l’infection peuvent être divisés en 
4 sous-populations distinctes identifiées sur la base d’expression des deux marqueurs CD127 et 
de KLRG1 (« Killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1 »). En effet, suite à une 
infection par la souche aiguë du virus LCMV, les LTe n’expriment pas encore KLRG1 alors 
qu’ils ont diminué leur expression de CD127 (jour 2 et 3 post-infection). Cette sous-population, 
qui n’exprime aucun de ces deux marqueurs (doubles négatives), est appelée « early effector 
cell » (EEC) et est encore retrouvée au pic de la réponse. Ce phénotype suggère que ces cellules 
ont été activées récemment et qu’elles ne sont pas encore différenciées puisqu’elles gardent la 
capacité de se différencier soit en SLEC, soit en MPEC60,69. 4 jours après l’infection par LCMV, 
une sous-population de LTe commence à exprimer KLRG1. Cette sous-population est appelée 
SLEC (KLRG1fortCD127faible) (pour « short-lived effector cells » en anglais). Lorsque ces 
cellules sont triées, à 5 jours après l’infection par le virus de la stomatite vésiculaire, puis 
transférées dans des souris ayant été infectées simultanément aux souris donneuses, ces cellules 
sont capables de proliférer pour donner des cellules KLRG1fort uniquement à la suite de quoi 
elles meurent par apoptose. Cela révèle que cette sous-population est différenciée de façon 
terminale60,69. En revanche, simultanément à la différenciation SLEC, à jour 5 post-infection 
apparaît une autre sous-population de cellules qui commence à réexprimer CD127. Cette sous-
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population est appelée MPEC (pour « memory precursor effector cells ») 
(CD127fortKLRG1faible). Le transfert de cette sous-population permet la génération de SLEC 
ainsi que de MPEC suggérant que cette sous-population est moins différenciée que les SLEC. 
De plus, les MPEC générées lors d’une infection par LCMV, triées à jour 10 post-infection et 
transférées dans une souris naïve survivent à long terme pour se différencier en LTm 
fonctionnels capables d’éliminer efficacement la bactérie Lm-gp33 (Listeria monocytogenes 
exprimant l’antigène GP33, exprimé par le virus LCMV)69,70. Il a par ailleurs été démontré un 
rôle important de CD127 dans la survie de cette sous-population puisque la signalisation de ce 
récepteur induit l’expression de la molécule anti-apoptotique Bcl-271. En plus d’exprimer plus 
fortement Bcl-2, les MPEC expriment aussi plus faiblement la forme active de la caspase 10 
jours après une infection par le virus LCMV70. Il existe aussi une quatrième sous-population, 
exprimant à la fois KLRG1 et CD127, mais très peu d’études ont été faite sur ces cellules.  
1.2.4.3 Adaptation métabolique des LT CD8 effecteurs 
Un autre aspect essentiel de l’activation des LT CD8 est le changement de métabolisme 
(Figure 4). En effet, les LTn et LTm sont quiescents et n’ont pas besoin d’utiliser beaucoup 
d’énergie pour assurer leur fonction. C’est pourquoi ils utilisent l’énergie sous forme d’ATP 
issue de l’oxydation des acides gras et de la phosphorylation oxydative mitochondriale 
(catabolisme)72. Cependant, cette source d’énergie n’est plus suffisante pour assurer la phase de 
prolifération massive, la différenciation et l’expression des molécules effectrices des LTe en 
cours d’activation. C’est pourquoi les LTe doivent adapter leur métabolisme pour la glycolyse 
aérobie et la synthèse lipidique pour subvenir à l’important besoin énergétique (anabolisme)72-
75. Cela est permis notamment grâce à l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR par le TCR et les 
signaux de costimulation et est maintenu par les signaux provenant des cytokines pro-
inflammatoires telles que l’IL-2 et l’IL-12 par exemple (Figure 4)76-79. L’activation de cette voie 
permet d’induire les gènes essentiels pour le transport des nutriments à l’intérieur de la cellule, 
des gènes impliqués dans la traduction protéique, mais aussi des gènes impliqués dans la 
synthèse lipidique et dans la glycolyse aérobie. Tous ces événements permettent la mise en place 
du métabolisme anabolique nécessaire au LTe. Plus tard dans la réponse, l’élimination de 
l’antigène conduit à une plus faible inflammation associée à une diminution de la production 
d’IL-2 et d’IL-12, ce qui diminue l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR72,74. De plus, 
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l’activation de la voie AMPK-FoxO1 permet d’inhiber la voie PI3K-Akt-mTOR, mais favorise 
aussi la transition métabolique pour un retour au métabolisme catabolique. La voie AMPK-
FoxO1 est activée lors de stress cellulaire ou lorsque l’ATP devient limitante (Figure 4)74,75,78,80. 
En accord avec cela, le traitement de souris avec la metformine, un activateur chimique 
d’AMPK, conduit à une plus forte génération de LTm suite à une infection par Lm78. De la 
même manière, la surexpression de la carnitine palmitoyltransferase 1A, une protéine capable 
d’oxyder et de transporter des acides gras au niveau de la mitochondrie, augmente aussi la 
génération de LTm80. Ces résultats suggèrent que le changement métabolique est important pour 




Figure 4. Transition métabolique au cours de la réponse lymphocytaire CD8. A) 
représentation schématique de l’adaptation métabolique des LT CD8. Les LTn et LTm 
ont un métabolisme catabolique tandis que les LTe acquièrent un métabolisme anabolique. 
B) La voie PI3K-Akt-mTOR permettant ce changement métabolique. En bleu, la voie 
permettant la transition vers un métabolisme anabolique suite à l’activation des LT CD8. 
En rouge, la voie permettant la transition d’un métabolisme anabolique vers un 
métabolisme catabolique lors de la transition lors de la différenciation des LTm. Adapté 
de 72.  
 
1.3 La phase de contraction 
Suite à l’élimination du pathogène, environ 90% des LTe CD8 générés meurent par 
apoptose, seuls 10% survivent et se différencient au cours du temps en LTm. Il a tout d’abord 
été sugéré que la phase de contraction était induite par l’arrêt de production des molécules 
stimulant la survie et la prolifération des LTe. Cependant, suite à l’injection d’IL-2, le nombre 
de LT CD8 augmente, mais la phase de contraction est seulement décalée dans le temps, 
suggérant que l’absence d’IL-2 n’est pas un facteur décisif de l’initiation de la contraction chez 
la souris lors d’une infection par la souche aiguë du virus LCMV. C’est finalement l’équipe du 
Dr. Harty qui a découvert que c’est l’inflammation précoce qui contrôle la phase de 
contraction81. En effet, les auteurs démontrent que, plus l’inflammation précoce est faible, plus 
le nombre de LTe qui survivent à la pahse de contraction est important et inversement. 
Notamment, l’exposition précoce des LT CD8 à de l’IFN-g diminue la capacité ou empêche des 
LTe à réexprimer le récepteur CD127, essentiel à la survie des MPEC pour devenir des LTm. 
La voie de l’IL-7 induit, entre autres, l’expression de molécule anti-apoptotique telle que Bcl-
281. La molécule pro-apoptotique Bim est impliquée dans ce mécanisme, car son absence corrèle 
avec une absence de contraction des LT CD882. 
L’apoptose des LTe murins lors de la phase de contraction peut aussi être induite par 
d’autres signaux extrinsèques provenant des récepteurs Fas (aussi appelé CD95), TRAILR1 et 
TRAILR2 et TNFR1. Leurs ligands sont FASL (CD95L), TRAIL (« TNF-related apoptosis-
inducing ligand ») et le TNF respectivement. Tous ces récepteurs contiennent des domaines de 
mort (« death domain », DD). Lorsque Fas interagit avec son ligand FasL, il y a recrutement de 
la protéine adaptatrice FADD au niveau du domaine cytoplasmique du récepteur. Cette dernière 
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recrute les pro-caspases 8 et 1083-86. Ce complexe, réunissant les ligands, les récepteurs, la 
protéine adaptatrice FADD et les pro-caspases 8 et 10 forme le complexe DISC (pour « Death-
Inducing Signaling Complex »). La proximité des caspases entre elles permet leur activation par 
auto-protéolyse. Une fois activées, les caspases initiatrices clivent les caspases 3, 6 et 7, ce qui 
conduit à l’apoptose. En plus d’activer la voie extrinsèque de l’apoptose, les caspases 8 et 10 
clivent la protéine BID (« BH3-interacting-domain death agonist ») pour donner tBID 
(« troncated BID ») qui induit le relargage du cytochrome c, permettant ainsi l’activation de la 
voie intrinsèque de l’apoptose83,84. Les deux autres récepteurs TRAILR1/2 et TNFR1 agissent 
via des mécanismes similaires. L’induction de l’apoptose doit être régulée pour permettre aux 
LTe d’être générés, mais aussi pour permettre la survie des MPEC. Ceci est rendu possible par 
le contrôle de l’expression de ces récepteurs, mais aussi par l’induction de molécules anti-
apoptotiques comme Bcl-2 et Bcl-xl dans les MPEC pour contre-balancer les signaux 
d’apoptose. De plus, la protéine cFLIP est capable d’inhiber l’activation des pro-caspases 8 et 
10 pour empêcher l’apoptose. Ainsi, les cellules n’exprimant pas cFLIP sont plus sensibles à 
l’apoptose.   
 
1.4 La phase mémoire 
Dans les années 90, de nouvelles technologies sont apparues et ont permis de faciliter 
grandement l’étude de la réponse lymphocytaire mémoire. Notamment, l’utilisation de 
tétramères de molécules du CMHI couplés à son antigène a permis de suivre au cours du temps 
la réponse lymphocytaire d’un ou de plusieurs clonotypes ayant une affinité suffisante sans avoir 
besoin de restimuler les cellules et ainsi modifier leur état de LTm quiescent. De même, le 
transfert adoptif de LT CD8 génétiquement modifiés pour exprimer un RCT transgénique 
capable de reconnaître un unique antigène a aussi permis de mieux étudier la phase mémoire. 
Parmi les informations que ces innovations ont apportées, il a été rapidement démontré par des 
expériences de transfert adoptif de LT activés qu’il faut environ 40 jours suite à une infection 




1.4.2 Phénotypes et propriétés des lymphocytes T mémoires 
Les LTm ont des phénotypes différents des LTn et sont capables de répondre plus 
rapidement et plus efficacement que ces derniers contre l’agent infectieux. En effet, les LTm 
expriment de plus hauts niveaux d’expression d’intégrine a (CD29, CD49d et CD49e) et b 
(CD11a, CD11b et CD18) ainsi que de plus hauts niveaux d’expression de CD44 et de Ly6C, 
deux protéines de surface impliquées dans les interactions cellulaires88-101. De plus, certaines 
des protéines à la surface des LTm sont fortement glycosylées contrairement aux LTn, ce qui 
peut grandement affecter la migration de ces cellules102. Tous ces éléments suggèrent que ces 
deux types cellulaires n’ont pas les mêmes capacités migratoires et pourraient présenter des 
capacités différentes pour interagir avec d’autres types cellulaires. Les LTm expriment aussi de 
plus hauts niveaux d’expressions de CD122, soit la chaîne b des récepteurs à l’IL-2 et à l’IL-
1588,99-101. Ceci s’explique par le fait que les LTm humains et murins sont dépendants du signal 
de l’IL-15 pour survivre et effectuer leur prolifération homéostatique alors qu’au sein des LTn, 
cette voie n’est pas requise.  
1.4.2.1 Les propriétés des LTm 
Plusieurs mécanismes permettent d’expliquer pourquoi les LTm répondent plus 
efficacement et rapidement que les LTn suite à une infection et ces mécanismes sont décrits ci-
dessous. 
1.4.2.2 Le réservoir de LTm  
Les LTm constituent un réservoir de cellules bien plus important que les LTn spécifiques 
pour le même antigène103.  
1.4.2.3 Les LTm ont une meilleure sensibilité à l’antigène comparé au LTn 
Les LTm sont plus sensibles et ont besoin de moins d’antigènes pour être activés101,104-
108 bien que cela n’a pas pu être vérifié dans toutes les études existantes104,109,110. Il a de plus été 
démontré que les LTm n’ont pas besoin d’interagir longtemps avec la CPA pour être activés et 
sont moins dépendants des signaux de costimulation. De surcroît, contrairement au LTn, les 
LTm CD4 ne sont plus uniquement dépendants des DC pour être activés110-112.  
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1.4.2.4 La structure de la chromatine des LTm est différent de celle des 
LTn  
L’activation primaire des LTn conduit à une restructuration profonde de l’état 
d’accessibilité de la chromatine qui persiste jusqu’au stade mémoire. Notamment, les LTm 
quiescents possèdent un contenu plus important d’ARN et de protéines exprimées par rapport 
aux LTn, suggérant que les LTm se trouvent en phase G1 contrairement aux LTn qui sont en 
phase G0113,114. Ainsi, les LTm entrent plus rapidement en phase M. De plus, les gènes codant 
pour certaines cytokines continuent d’être transcrits, y compris au sein des LTm quiescents, 
suggérant que leur production et sécrétion sera plus rapide chez les LTm113,115,116.  
1.4.2.5 Les LTm sont sensibles aux signaux inflammatoires 
Contrairement aux LTn, les LTm CD8 ont la capacité de répondre à des signaux 
inflammatoires (IL-12, IL-15, IL-18 et IFN de type I) et ce, indépendamment de la 
reconnaissance antigénique117,118. Notamment, lors d’une infection, les monocytes Ly6C+ 
répondent à la présence d’IFN de type I en produisant de l’IL-15 et de l’IL-18, ce qui a plusieurs 
conséquences sur la biologie des LTm. Notamment, l’IL-15 est responsable d’induire dans les 
LTm CD8 murin l’expression de Gcnt1, une enzyme responsable d’initier la glycosylation des 
protéines exprimées à la surface de ces dernières. Ces modifications post-traductionnelles sont 
essentielles puisqu’elles permettent la liaison des LTm avec les E- et P-selectines ce qui a pour 
conséquence le recrutement des LTm au site d’infection et ce, de façon indépendante de leur 
spécificité antigènique102. Le recrutement de LTm non-spécifiques pour le pathogène infectieux 
est important puisque ces derniers sont capables de proliférer modestement, d’exprimer le 
marqueur d’activation CD69 et participent à la réponse innée avec les cellules NK pour éliminer 
l’agent infectieux102,117,118. De plus, il a été démontré in vivo que l’exposition préalable des LTm 
CD8, et non des LTn, à des cytokines pro-inflammatoires conduit à une plus forte activation de 
la voie proximale du RCT augmentant ainsi la sensibilité antigénique des LTm lorsque ceux-ci 
sont restimulés avec le peptide pour lequel ces cellules sont spécifiques119. De surcroît, 
l’exposition des LTm aux cytokines pro-inflammatoires induit aussi l’expression des gènes 
d’entrée dans le cycle cellulaire et ce, même en l’absence d’antigène120. Si cela n’induit pas 
directement une forte prolifération des LTm en absence d’antigène, ce mécanisme à un effet 
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biologique important puisqu’il permet une division plus rapide des ces cellules ayant été exposés 
en comparaison aux LTn et aux LTm non exposés lorsque ces dernières rencontrent le peptide 
pour lequel elles sont spécifiques. Dans ces deux dernières études, les cytokines pro-
inflammatoires sont induites par un pathogène qui n’est pas reconnu par la population de LTm 
étudiés. Les auteurs ont démontré que l’IL-15 seule est responsable d’induire ces mécanismes 
via l’activation de la voie mTORC1 et que l’expression de cette cytokine est la conséquence de 
la sécrétion des interférons de type I induite par l’infection120. En accord avec cela, la stimulation 
de LTm in vitro avec de l’IL-15 et de l’IL-18 confère une meilleure activité cytolytique de ces 
cellules par rapport à des LTm CD8 non stimulés suite au transfert de celles-ci dans un hôte 
infecté par un pathogène reconnu par les LTm118. Tous ces éléments rapportent que l’exposition 
à ces cytokines contribue à l’établissement rapide de la fonctionnalité des LTm ayant de nouveau 
rencontré l’antigène pour lequel ils sont spécifiques. 
1.4.3 Les sous-populations de lymphocytes T mémoires 
À la fin des années 90, les LTm CD8 ont été divisés en deux sous catégories sur la base 
de marqueurs de surface spécifiques, leur capacité à proliférer, leur localisation ainsi que leur 
fonctionnalité87,121. On discernera alors, les LTm dits centraux (CM) des LTm effecteurs (EM). 
Contrairement aux EM, les CM expriment fortement la sélectine CD62L et le récepteur « C-C 
chemokine receptor type 7 » (CCR7). L’expression de cette sélectine et de ce récepteur aux 
chimiokines permet de traverser la veinule à endothélium épais, ce qui favorise une localisation 
de ces cellules dans les ganglions lymphatiques, mais circulent aussi dans le sang122. Ces cellules 
sont dépourvues d’activité effectrice immédiate. Les EM n’expriment pas CD62L ni CCR7 et 
se trouvent majoritairement dans le sang aussi bien que dans les tissus tels que la rate, le foie, 
les intestins et les poumons122. En effet, parmi les EM, une partie de ces cellules expriment les 
molécules CXCR3 et CXCR5, ce qui leur permet de patrouiller dans les organes tertiaires122. 
Contrairement aux CM, les EM expriment la GrzmB et possèdent une forte activité 
cytolytique103. En revanche, les CM produisent de grande quantité d’IL-2 et ont gardé la capacité 
de proliférer dans une souris naïve103. De façon intéressante, l’activation de la voie de 
signalisation à l’IL-2 favorise la génération de LT CD8 EM tandis qu’à l’inverse, l’IL-15 
favorise la génération de LT CD8 CM123-127. 
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Plus récemment, une troisième sous-population de LTm CD8 a été découverte et est 
caractérisée par sa séquestration au niveau des niveaux de tissus tertiaires (RM pour « resident 
memory »)128-131. En effet, cette sous-population de LTm reste confinée dans les tissus durant 
de longues périodes et ne peut recirculer dans le sang. Ces cellules n’expriment pas CCR7 ni 
S1PR1, deux molécules importantes pour la sortie des tissus, mais ont été d’abord définies par 
les marqueurs d’expression CD69 et l’intégrine aE CD103130,132-135. Or, ces deux marqueurs 
jouent un rôle potentiellement important dans leur localisation puisque CD69 empêche la sortie 
des LT CD8 du tissu en bloquant l’activité de S1PR1 tandis que CD103 peut se lier à différents 
substrats, dont la E-cadhérine, exprimées dans différents tissus135-137. Cependant, tous les RM 
n’expriment pas CD103, son expression semblant être confinée aux RM de certains tissus 
uniquement, tels que l’intestin et la peau, les organes lymphoïdes secondaires et le foie133,138,139. 
Ces LT CD8 migrent continuellement au sein du tissu, ce qui permet d’augmenter la probabilité 
de rencontrer son antigène en cas d’infection140-142. Ces cellules sont en première ligne pour la 
détection du pathogène et pour l’activation d’une réponse immunitaire lors d’une réinfection. 
Ces cellules ont la capacité d’éliminer directement des cellules cibles par activité cytolytique ou 
par production de cytokines notemment l’IFN-g143,144. De plus, la production rapide de cytokines 
au site d’infection permet d’améliorer le recrutement de cellules immunitaires provenant du 
sang, telles que les LT CD8 effecteurs, les LTEM, les cellules NK, les LT B et des DC138. Enfin, 
à la suite d’une infection dont les RM ne sont pas spécifiques, ces cellules agissent alors comme 
des cellules de l’immunité innée par la production de cytokines, limitant ainsi la progression de 
l’infection.  
Ces trois sous-populations de LTm CD8 ont des rôles complémentaires. Les CM 
permettent une meilleure élimination de pathogène infectant les organes lymphoïdes 
secondaires et permettent une prolifération secondaire massive lors d’un deuxième défi 
immunitaire103. Les EM patrouillent dans tous les organes, dont le sang, et peuvent être activés 
immédiatement après leur rencontre avec une cellule cible, contrairement aux CM. Les RM, 
eux, localisent directement aux sites les plus sensibles aux infections sans recirculer dans le 
sang. Ils ont non seulement la capacité d’éliminer une cellule infectée aussitôt qu’ils l’ont 
reconnue, mais améliorent aussi le recrutement d’autres acteurs importants, dont les EM, pour 
l’élimination d’agents infectieux. Ces cellules ont de plus un rôle dans le contrôle de pathogènes 
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pour lesquels ils ne sont pas spécifiques. De nombreux éléments restent à découvrir la génération 
de ces trois sous-populations. En particulier, il reste à découvrir quels signaux contrôlent leur 
différenciation, mais aussi quelles sont leurs contributions relatives à l’élimination d’agents 
infectieux ou de tumeurs. 
1.4.4 L’homéostasie des lymphocytes T mémoires 
Les LTm CD4 et CD8 ne requièrent pas la présence de l’antigène pour survivre, mais 
dépendent des signaux induits par les deux cytokines IL-7 et IL-1571,145,146.  
Les signaux induits par l’IL-7 stimulent la survie des LTm notamment en maintenant 
l’expression de Bcl-2. En effet, suite à une infection par VSV-OVA, les LT CD8 OT-1 déficients 
pour le récepteur à l’IL-7 expriment de plus faibles niveaux de Bcl-2 et meurent au cours du 
temps71. La surexpression de Bcl-2 dans les LT CD8 déficients suffit pour rétablir le maintien 
des LTm à long terme147. Par ailleurs, une autre étude démontre que le déclin de la population 
de LTm lorsque la signalisation par l’IL-7R est défectueuse n’est pas la conséquence d’une 
prolifération plus faible de ces cellules suite à une infection par Lm148.  
La signalisation via l’IL-15R permet de stimuler la prolifération homéostatique des 
LTm. L’absence d’IL-15 ou la délétion génétique de la chaîne a du récepteur à l’IL-15 dans les 
LT CD8 n’empêche pas la génération de LTe et de LTm fonctionnels146. Cependant, la 
population de LTm générée suite à une infection LCMV diminue progressivement due à une 
absence de prolifération homéostatique de celle-ci. En effet, le transfert adoptif des LTm 
déficients pour la chaîne a marqués au CFSE révèle une absence de la dilution de ce marqueur 
contrairement à ce qui est observé lors du transfert de LTm sauvages. Cela indique que la 




1.4.5 Les modèles de différenciation des lymphocytes T CD8 
mémoires 
Encore aujourd’hui, les mécanismes moléculaires permettant la génération de LTm ne 
sont pas bien compris. Plusieurs modèles existent pour tenter d’expliquer comment les LTm 
sont générés et sont présentés ci-dessous. 
1.4.5.1 Le modèle des précurseurs distincts  
Ce modèle repose sur le fait que chaque LT CD8 naïf est préprogrammé, soit pour 
devenir un LTe différencié de façon terminale et mourir lors de la phase de contraction, soit 
pour survivre à long terme et de se différencier en LTm (Figure 5A). Cela suggérerait que ce 
choix de différenciation a été préprogrammé dans le thymus lors de la maturation des 
thymocytes. Cependant, il est peu probable que ce modèle soit le bon puisque le transfert adoptif 
d’un seul LT CD8 naïf peut donner à la fois des LTe différenciés de façon terminale, mais aussi 
des LTm149. Ces résultats sont supportés par une seconde étude dans laquelle il était possible de 
suivre le devenir d’un LT CD8 naïfs grâce à un code barre150.   
1.4.5.2 Le modèle du potentiel décroissant 
Dans ce modèle, ce serait les expositions répétées aux signaux antigéniques et à 
l’inflammation qui conduirait à la différenciation terminale des LT CD8 (Figure 5B). Ainsi, plus 
les LTe sont exposés à ces signaux et plus ils perdent la capacité de proliférer, d’exprimer 
CD127 et de survivre. Ainsi, il y aurait un spectre de différenciation des LTe qui relaterait de 
l’historique des signaux qu’ils ont reçus151. Ce modèle est supporté par plusieurs études dans 
lesquelles soit la présence de l’antigène, soit l’inflammation a été diminuée précocement en 
traitant les souris avec des antibiotiques ou par l’utilisation de modèle d’immunisation 
n’induisant très peu d’inflammation. En effet, ces études ont démontrées que réduire 
l’inflammation permet d’accélérer la génération de LTm60,81,152,153. Enfin, une dernière étude a 
permis d’identifier des LT CD8 qui sont activés tardivement soit 3 jours après l’infection154. Ils 
sont appelés « latecomers », car ils sont activés alors que l’infection est déjà en cours 
d’élimination. Ainsi, ces derniers perçoivent moins longtemps la présence de l’antigène et de 
l’inflammation ce qui conduit leur différenciation en LTm centraux.  
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1.4.5.3 Le modèle de la force du signal 
Ce modèle permet aussi d’expliquer la grande hétérogénéité des populations effectrices 
et mémoires. En effet, l’état de différenciation serait la conséquence de la « force » totale des 3 
signaux reçus par les LTe CD8 en cours d’activation (Figure 5C). La différence avec le modèle 
de potentiel décroissant réside dans le fait que la différenciation s’effectuerait très précocement. 
Ainsi, une forte signalisation via les 3 signaux requis pour activer un LTn permetla génération 
de LTm. Cependant, une signalisation trop forte favorise plutôt une différenciation terminale 
des LTe, les empêchant de survivre. Ce serait ainsi, la force du signal perçu qui dirigerait les 
choix de différenciation.  
1.4.5.4 Le modèle la division asymétrique 
Dans ce modèle supporté par plusieurs études, les LTe CD8 différenciés de façon 
terminale ainsi que les précurseurs de LTm peuvent provenir d’un même LTn (Figure 5D). En 
effet, ce modèle propose que, lors de la division cellulaire, la cellule fille en contact avec la CPA 
(cellule fille proximale) reçoive un fort signal provenant du TCR, de la costimulation et des 
signaux inflammatoires, favorisant la différenciation terminale. Au contraire, la cellule distale 
recevrait de plus faibles signaux d’activation permettant leur différenciation en LTm si l’on 
intègre le modèle de la force du signal ou celui du potentiel décroissant. Ce modèle est supporté 
par plusieurs études dans lesquelles il a été montré que lorsque les LTe se divisent alors qu’ils 
interagissent encore avec la CPA, la division est inégale puisque certaines molécules sont 
inégalement réparties entre les cellules filles. Ainsi, la cellule proximale hérite 
préférentiellement du récepteur à l’IFN-g, exprime plus fortement CD69, CD25, T-bet et 
mTORC1 tandis qu’elle exprime de plus faibles niveaux de CD62L, CD127 par rapport à la 
cellule distale155-158. Ces résultats sont en accord avec ce modèle. Les cellules filles proximales 
semblent avoir un phénotype caractéristique des LTe différenciées de façon terminale tandis que 
les cellules filles distales ont plus un phénotype caractéristique des précurseurs de LTm.  
1.4.5.5 Le modèle de dédifférenciation 
Deux études ont récemment mis en évidence que les LTm CD8 humains et murins 
proviennent de la dédifférenciation des LTe116,159. Dans la première étude, les auteurs 
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démontrent que, dans un modèle d’infection virale chez la souris, les promoteurs des gènes 
fortement exprimés par les LTn, parmi lesquels les promoteurs des gènes codant pour CD62L, 
CCR7, CD127, sont méthylés par l’enzyme DNA methyltransférase 3 alpha (Dnmt3a), ce qui 
conduit à une diminution de leur expression et ce, y compris dans les MPEC159. Au contraire, 
les promoteurs des gènes associés aux fonctions effectrices des LTe sont eux déméthylés et 
exprimés rapidement dans les SLEC ainsi que dans les MPEC. Cependant, lors de la transition 
des LTe en LTm, les méthylations ajoutées par la Dnmt3a sont perdues, permettant ainsi la 
réexpression des gènes initialement exprimés dans les LTn tandis que la majorité des 
démythilations acquises lors de la transition des LTn en LTe sont gardées. Bien que les gènes 
associés à la fonctionnalité des LT CD8 restent déméthylés, ces derniers ne sont plus exprimés 
aux stades mémoires. Cependant, la déméthylation de ces loci permet une réexpression rapide 
de ces molécules en cas de restimulation antigènique. La seconde étude, qui étudie la génération 
des LTm, est effectuée chez l’humain à la suite d’une vaccination avec le virus atténué de la 
fièvre jaune116. Les auteurs ont utilisé plusieurs régimes d’administration d’eau lourde (D2O) 
lors de la réponse lymphocytaire T CD8 dirigé contre le virus de jour 0 à jour 14. De façon 
intéressante, la dilution du D2O dans l’ADN des LT CD8 spécifiques pour le virus de la fièvre 
jaune montre une cinétique biphasique avec une dilution rapide du marqueur dans les deux 
premières semaines après l’arrêt de l’administration du D2O (soit entre jour 14 et 28), puis une 
dilution graduelle moins importante suggèrant que les LT CD8 effectuant la transition LTe en 
LTm proviennent de cellules ayant proliférées rapidement. De plus, suite à l’administration du 
D2O entre les jours 14 et 28 post-vaccination, la dilution de ce dernier suit une courbe 
monophasique et extrêmement faible démontrant que, suite à leur activation, les LT CD8 
proliférent massivement, puis entrent dans une phase de quiescence au stade mémoire avec un 
rythme de division homéostatique très faible. En effet, deux ans après la vaccination, la majorité 
des LTm spécifiques pour le virus de la fièvre jaune proviennent de la cohorte originale.  Ces 
cellules ont proliférées lors des deux premières semaines en réponse au vaccin. En plus de 
l’analyse de dilution du deuterium, les auteurs ont réalisé des expériences d’ATAC-seq et RNA-
seq sur les LTn, LTe et LTm spécifiques au virus de la fièvre jaune. De façon intéressante, les 
résultats obtenus suggèrent, comme c’était le cas dans l’étude précédente chez la souris, que les 
LTm proviennent d’une sous-population de LTe suite à l’élimination du pathogène et qui, non 
seulement diminue l’expression des molécules effectrices exprimées au stade effecteur, mais 
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réexprime aussi les molécules exprimées par les LTn tel que Bcl-2, IL7R, CCR7. Ainsi, ces 
deux études suggèrent que les LTm proviennent d’une sous-population de LTe qui se sont 






Figure 5. Les quatre modèles de différenciation des LTm. En gris, les LTn ; en bleu, les 
LTe différenciés de façon terminale ; en rouge, les LTCM ; en orange, les LTm 
différenciés de façon intermédiaire entre les LTCM et les LTEM ; en vert les LTEM72.  
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1.5 Les facteurs de transcription contrôlant la réponse 
lymphocytaire CD8 
Durant et suite à leur activation, les LT CD8 sont exposés à une variété importante de 
signaux dont les quantités perçues peuvent être différentes d’un LT CD8 à un autre. C’est ce qui 
explique la diversité des sous-populations générées lors d’une réponse lymphocytaire CD8. En 
effet, l’intégration de ces signaux conduit ultimement à l’activation et l’expression plus ou 
moins importante de divers facteurs de transcription qui met alors en place, supporte et maintient 
un programme transcriptionnel supportant la différenciation des LT CD8 (Figure 6). 
 
Figure 6. Expression relative des facteurs de transcription lors de la réponse 
lymphocytaire CD8.  
 
1.5.2 T-bet, EOMES et RUNX3 
Les facteurs de transcription hautement homologues, T-bet et EOMES font partie de la 
même famille des T-box et participent tous les deux à modeler la réponse immunitaire 
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adaptative. Ces deux facteurs de transcription ont des rôles redondants pour assurer la génération 
de LTe CD8 fonctionnels, mais aussi des rôles opposés dans la différenciation des LT CD8.  
La voie de signalisation du RCT induit rapidement l’expression de T-bet qui à son tour 
induit l’expression de molécules essentielles à la fonctionnalité des LT CD8, à savoir, 
l’expression de l’IFN-g et de la GrzmB161,162. RUNX3, un facteur de transcription fortement 
exprimé dans les LT CD8 activés qui collabore avec T-bet aux promoteurs de gènes cibles pour 
induire leur expression, parmi lesquelles figurent l’IFN-g et la GrzmB163. Plus tard dans la 
réponse, le facteur de transcription RUNX3 induit l’expression d’EOMES qui peut maintenant 
induire l’expression de la perforine et maintenir l’expression de l’IFN-g164. Les deux facteurs de 
transcription, EOMES et T-bet ont donc pour rôle d’assurer la mise en place et le maintien de 
la fonctionnalité des LT CD8 au cours de la réponse. En accord avec cela, la double délétion de 
ces facteurs de transcription conduit à une différenciation aberrante des LT CD8 puisque ceux-
ci expriment moins d’IFN-g et de GrzmB, mais commencent à produire de l’IL-17, empêchant 
ainsi l’élimination de la souche aiguë du virus LCMV77. Il a de plus été démontré que ces deux 
facteurs de transcription collaborent pour induire l’expression de CD122, soit la chaîne b du 
récepteur à l’IL-15, une cytokine importante pour la survie des LTm165.  
Ces deux facteurs de transcription, EOMES et T-bet, ont aussi des rôles opposés dans la 
différenciation des LT CD8. T-bet est en effet plus exprimé dans les SLEC tandis qu’EOMES 
est plus exprimé dans les MPEC au pic de la réponse166-169. De plus, la délétion génétique de T-
bet dans les LT CD8 empêche la génération des SLEC sans affecter la génération des MPEC 
tandis que la délétion d’EOMES n’a que peu d’effets sur la génération d’effecteurs, mais conduit 
à une attrition de la population de LTm à des temps plus tardifs et empêche la génération de 
TCM166.  
 
1.5.3 Blimp-1 et Bcl-6 
La délétion de Blimp-1 dans les LT CD8 conduit à une perte totale de la génération des 
SLEC favorisant la différenciation des cellules en MPEC170-172. Ce facteur de transcription 
contrôle donc la différenciation terminale des LT CD8. Celui-ci collabore en partie avec T-bet 
pour induire l’expression de gènes importants pour la différenciation SLEC173. De plus, il a été 
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démontré que celui-ci est nécessaire pour réprimer les gènes nécessaires à la différenciation des 
LTm173. Cela repose sur le fait que Blimp-1 peut se lier au promoteur du facteur de transcription 
Bcl-6 (« B cell lymphoma 6 ») afin de réprimer sa transcription. Or, Bcl-6 est essentiel à la 
génération des TCM et à la réponse secondaire des LTm174-177. Étant donné que ce facteur de 
transcription est exprimé rapidement suite à l’activation et que celui-ci est capable de réprimer 
l’expression de Blimp-1, il est supposé que le choix de différenciation dépend de la balance 
d’expression entre Blimp-1 et Bcl-6. 
 
1.5.4 Id2 et Id3 
L’absence de la protéine Id2 au sein des LT CD8 empêche la génération de SLEC au 
profit des MPEC induisant un délai dans l’élimination de Lm-OVA178,179. Plus tard dans la 
réponse, l’absence d’Id2 corrèle avec une absence totale de TEM. Il a été démontré plus 
récemment qu’Id2 limite la génération de LTm en inhibant l’activité transcriptionnelle de E2A 
(« Immunoglobulin Enhancer-Binding Factor E12/E47 »)180. Son expression est inversement 
corrélée avec celle d’Id3, dont l’expression est tout d’abord réprimée suite à la reconnaissance 
antigénique, puis réexprimée dans les MPEC et LTm179. La délétion d’Id3 dans les LT CD8 
n’empêche pas l’établissement d’une réponse effectrice efficace, mais abolit la génération de 
LTm à longue durée de vie suggérant que cette protéine est importante dans la transition des 
effecteurs en LTm181. Il a par ailleurs été démontré que Blimp-1 est capable de réprimer 
l’expression d’Id3 afin d’induire une différenciation terminale des LTe179,181. 
 
1.6 Les facteurs influençant la réponse des lymphocytes T CD8 
Chaque LT CD8 a besoin de recevoir trois signaux pour être activé de façon optimale. 
Cependant, la qualité ainsi que la quantité des signaux reçus peuvent varier grandement entre 
deux LT CD8 répondant au même agent infectieux. Or, c’est précisément ces différences qui 
permettent l’établissement d’une réponse lymphocytaire CD8 hétérogène permettant à ces 
derniers d’effectuer des choix de différenciation qui vont déterminer s’ils vont mourir lors de la 
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phase de contraction ou au contraire survivre à long terme. Dans ce dernier cas, d’autres choix 
de différenciation détermineront s’ils seront des CM, EM ou RM.  
1.6.2 Signal 1 : la reconnaissance antigénique  
Une première étude a mis à profit le transfert adoptif de LT CD8 OT-I dans des souris 
receveuses qui ont été infectées avec différentes souches de Listeria monocytogenes exprimant 
différents variant du peptide SIINFEKL (OVA). Chacun de ces variants possède une affinité 
différente et connue pour le RCT, permettant ainsi d’évaluer la contribution de l’affinité du 
complexe RCT-agoniste sur la réponse des LT CD8. Ainsi, même une faible affinité entre le 
RCT et son ligand est suffisante pour activer efficacement les LT CD8 (prolifération rapide et 
acquisition de fonctions effectrices)182. Cependant, une trop faible affinité conduit à une 
contraction précoce durant laquelle tous les effecteurs peuvent mourir, ne laissant place qu’au 
LT ayant interagit avec le complexe CMHI-peptide antigénique de plus fortes affinités.  
Dans une seconde étude menée dans notre laboratoire, nous avons découvert que la 
densité d’épitope présenté par des CPA telles que des « bone marrow derived DC » (BMDC) 
pouvait aussi influencer la génération de LT CD8 mémoires sans affecter la réponse des LTe183. 
En effet, une faible densité d’épitope à la surface des BMDC ne permet pas l’induction du 
programme génétique responsable de la différenciation des LTm et conduit à l’arrêt précoce de 
la prolifération des LT CD8. Ceci serait la conséquence de temps d’interaction plus court entre 
la CPA et le LT CD8. 
Dans une troisième étude, les auteurs ont analysé les effets d’une mutation ponctuelle 
générée dans le motif CART du domaine transmembranaire de la chaîne b du RCT184. Cette 
mutation permet la génération de LTe fonctionnels, mais la polarisation du RCT au sein de 
synapses immunologiques ne se produit pas, affectant ainsi l’activation de la voie NFkB et 
empêchant la génération de LT CD8 mémoires.  
Ces résultats suggèrent que la formation de la synapse immunologique est importante 
pour la génération de LT CD8 mémoires. Peut-être que la formation de la SI permet une 
interaction plus longue avec la CPA conduisant à une activation complète des LT CD8 capables 
de générer des LTm. Ceci implique que la densité d’épitope et l’affinité entre le RCT et son 




1.6.3  La costimulation 
1.6.3.1 CD28 
Lorsque les LT CD8 rencontrent l’antigène pour lequel ils sont spécifiques en absence 
de costimulation, cela active la « mort cellulaire induite par activation » (ou « activation-
induced cell death » en anglais ou AICD)185-188. L’induction de l’apoptose peut se produire par 
deux mécanismes distincts. Le premier nécessite l’interaction de la molécule Fas avec la 
protéine Fas-ligand (FasL), toutes les deux exprimées à la surface des LT CD8 tandis que le 
deuxième implique des protéines associées à la membrane de la famille de Bcl. Or, la 
costimulation via le CD28 permet d’empêcher l’AICD de se produire185,186,189,190. Notamment, 
cette voie de costimulation permet d’inhiber l’expression de FasL et active la transcription de 
c-FLIP, une protéine qui inhibe les caspases initiatrices de l’apoptose Cas8 et Cas10, empêchant 
ainsi l’activation de la voie extrinsèque de l’apoptose187. De plus, l’interaction de CD28 avec 
ces ligands conduit à l’activation de la voie Pi3k/PKB. Or, l’activation de PKB empêche la 
formation du complexe DISC (pour « death-inducing signaling complex ») constitué de FasR, 
la protéine adaptatrice faisant le lien entre FasR et les caspases 8 et 10 et FADD inhibant là 
encore l’activation de la voie extrinsèque de l’apoptose191. De plus, la voie de CD28 favorise 
l’expression des molécules anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL et affecte la balance entre survie 
et apoptose192. 
1.6.3.2 La famille des récepteurs au « tumor necrosis factor » (TNFR) 
L’activation de la voie 4-1BB soutient la prolifération des LTe CD8, améliore 
grandement leur activité cytotoxique et régule positivement la taille du réservoir de LTm sera 
maintenu au cours du temps193-197. En effet, l’emploi d’anticorps anti-4-1BB, conçu pour activer 
la voie, conduit à une prolifération plus importante des LT en cours d’activation et augmente 
leur activité cytotoxique dans le cadre d’une maladie du greffon contre l’hôte195,196. De façon 
intéressante, la délétion de 4-1BBL n’empêche pas la génération de LTe au pic de la réponse, 
mais conduit un pool de LTm plus faible que dans des souris sauvages suite à une infection par 
le virus de la grippe193. Étrangement, dans le cas d’une infection avec la souche aiguë du virus 
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LCMV, moins d’effecteurs sont produits dans les souris déficientes pour 4-1BBL197. Cela peut 
être la conséquence du type de réponse inflammatoire qui diffère entre les deux modèles 
d’infection. Une autre explication est possible. Dans la première étude réalisée avec le virus de 
la grippe, l’analyse de la réponse a été faite en restimulant les LT CD8 avec un peptide 
spécifique du virus de la grippe tandis que dans la seconde étude, le suivi de la réponse à été 
faite à l’aide d’un tétramère, ce qui est plus précis.  
 
1.6.4 Signal 3 : Les médiateurs solubles 
1.6.4.1 Interleukine 12 
La voie de signalisation du récepteur à l’IL-12 contrôle différents aspects de la réponse 
lymphocytaire CD8. Premièrement, cette voie de signalisation agit sur les CPA pour induire 
l’expression de CCL1/17, ce qui augmente la durée d’interaction entre la cellule T et la CPA, 
leur permettant ainsi une activation198. Ensuite, l’immunisation de souris avec la forme non 
virulente de T. gondii ou suite à l’infection de souris avec Lm n’exprimant pas la sous-unité p35 
de l’IL-12 conduit à la génération moins importante de LTe au pic de la réponse38,199. Ceux-ci 
présentent les caractéristiques des MPEC (forte expression de CD127) et expriment de plus 
faible niveau d’expression de la cytokine IFN-g. Cela s’explique par le fait que l’activation de 
la voie à l’IL-12 favorise l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR200,201. Or, l’activation de cette 
voie conduit à la phosphorylation du FT FoxO1, ce qui entraîne sa dégradation par le 
protéasome202,203. Ce FT est responsable d’induire l’expression de CD127, EOMES, mais aussi 
de réprimer l’expression de T-bet200-202. Ainsi, l’absence de signaux induits par l’IL-12 conduit 
à une faible activité de la voie PI3K-Akt-mTOR, permettant une activité optimale de FoxO1, ce 
qui entraîne une faible expression de T-bet, un FT essentiel pour induire le programme 
transcriptionnel des SLEC. En accord avec cela, la charge bactérienne est augmentée en absence 
de stimulation par l’IL-12 suite à une infection par Lm38. En revanche, malgré une plus faible 
proportion de LTe au pic de la réponse, la génération de mémoire est beaucoup plus importante 
en l’absence d’IL-12 lorsque l’on observe le taux de génération de LTm. Cela est probablement, 
en partie, la conséquence d’une plus forte expression de CD127, induit par FoxO1. Il a de plus 
été démontré que la surexpression d’une forme constitutivement active de FoxO1, en présence 
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ou en absence d’inhibiteur de mTOR, induit une forte expression de CD62L de façon 
indépendante de mTOR 5 jours post-stimulation in vitro203. Dans cet article, les auteurs 
démontrent que l’inhibition de mTOR minimise la différenciation terminale des LTe tout en 
favorisant leur expansion. 
1.6.4.2 Les interférons de type I 
De nombreuses infections induisent les IFN de type I, notamment le virus de la stomatite 
vésiculaire (VSV), les virus de l’herpès, le virus de la vaccine ainsi que le virus LCMV204-206. 
L’absence du récepteur au IFN de type I ne permet pas la génération de LTe au pic de la réponse 
dirigée contre l’infection par le virus LCMV, empêchant ainsi le contrôle de la charge 
virale51,207. En effet, les LT CD8 déficients pour le récepteur de l’IFN de type I présentent un 
défaut majeur d’expansion. De plus, l’IL-12 et l’IFN-a semble avoir des rôles redondants 
puisque le traitement de LTe en cours d’activation modifie la structure de la chromatine de façon 
similaire puisque de nombreux promoteurs des mêmes gènes se retrouvent acétylés208. Les gènes 
importants dans l’acquisition des fonctions effectrices, de la survie et de la prolifération sont 
surreprésentés. Parmi ces gènes, on compte ceux codant pour les protéines CD25, l’IFN-g et la 
GrzmB. Enfin, le prétraitement de LTn avec l’IFN-a et l’IFN-b les présensibilisent, ceux-ci 
s’activant plus rapidement que des LTn non traités209. 
1.6.4.3 L’IL-2 
En plus de soutenir la prolifération des LT CD8, cette voie permet le contrôle des choix 
de différentiation des LT CD8. Plus précisément, c’est l’intensité et la durée d’activation de 
cette voie qui contrôlent le choix de différenciation SLEC/MPEC. En effet, suite à une infection 
aigüe par la souche Armstrong du virus LCMV, tous les effecteurs précoces commencent à 
exprimer fortement CD25. C’est plus tard dans la réponse, entre jour 3.5 et 5 post-infection que 
son expression devient biphasique209. Les cellules ayant diminué son expression ont des 
phénotypes qui s’apparentent à ceux de LTm, expriment de faibles niveaux d’expression de 
Blimp-1, un facteur de transcription essentielle à la différenciation des SLEC, et de plus forts 
niveaux d’expression de CD62L. À l’inverse, les cellules T qui maintiennent une forte 
expression de CD25 commencent à exprimer KLRG1, les protéines effectrices IFN-g, perforine 
et GrzmB  à jour 5 post-infection et meurt suite à leur transfert dans une souris ayant été infectée 
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en même temps que les donneuses ce qui révèle leur incapacité à se différencier en LTm. Ces 
cellules ont, de plus, une capacité cytotoxique supérieure au LTe ayant diminué leur expression 
de CD25210. Plus récemment, notre laboratoire et une autre équipe ont révélé que la voie de l’IL-
2 permet l’induction de l’expression de Blimp-1 et T-bet, deux facteurs de transcription 
essentiels à la différenciation en SLEC in vivo172,210,211. Au sein des LT CD8 qui maintiennent 
l’expression de CD25, l’expression de Blimp-1 est soutenue ce qui favorise la génération des 
SLEC124,171,172,212. La signalisation via l’IL-12R et le récepteur des IFN de type I permet le 
maintien de l’expression de CD25, ce qui induit une prolifération soutenue des LT au cours du 
temps41. De plus, l’absence d’IL-2 à des temps précoces de la réponse n’empêche pas la 
génération de LTm CD8, mais leur capacité à proliférer de nouveau suite à un second défi 
immunologique est grandement diminué124. Enfin, la voie de l’IL-2, comme celle de l’IL-12 
favorise l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR, ce qui entraîne la dégradation du FT Foxo1. 
Celui-ci ne sera donc plus en mesure de réprimer l’expression de T-bet et n’aura pas non plus 
la capacité d’induire l’expression de CD127 et EOMES, ce qui favorise la différenciation 
terminale des LT CD8.  
1.6.4.4 L’aide CD4 
L’absence de l’aide CD4 n’impacte pas seulement la réponse effectrice des cellules T 
CD8 mais peut aussi affecter la génération de LTm, leur phénotype et leur 
fonctionnalité219,221,222,224,230,231. Plusieurs mécanismes sont impliqués. Premièrement, en 
absence d’aide CD4 lors de la réponse primaire, les LT CD8 commencent à exprimer la protéine 
TRAIL (« TNF-related apoptosis-inducing ligand ») en réponse à une restimulation, ce qui 
conduit à l’activation de la voie de mort cellulaire induite par activation (AICD). Cependant, il 
est important de noter que la délétion génétique de TRAIL ne restaure pas la prolifération 
normalement induite lors d’une réponse secondaire, suggérant que d’autres mécanismes sont en 
causes224. En revanche, le traitement ponctuel avec de l’IL-15 lors de l’immunisation primaire 
de souris restaure la génération de LTm malgré l’absence d’aide CD4220. L’ajout d’IL-15 corrèle 
avec une augmentation des protéines Bcl-2 et Bcl-XL et diminue l’expression des molécules 




Un autre effet du « licencing » des CPA est de permettre au LT CD8 de produire de l’IL-
2 qui agira alors de façon autocrine en induisant notamment l’expression de la protéine 
NGFI‑A-binding protein 2 (NAB2), un répresseur transcriptionnel responsable d’inhiber la 
transcription de TRAIL, permettant ainsi une réexpansion secondaire optimale des CD8232.  
 
Le système immunitaire est très efficace pour éliminer les infections. Cependant, il existe 
un certain nombre de micro-organismes pathogènes qui peuvent persister à long terme et ainsi 
établir une infection chronique. La réponse lymphocytaire CD8 ne suffit pas pour éliminer 
rapidement ce type d’agent infectieux. Les LT CD8 répondant à de telles infections sont 
incapables de se différencier en LTm et se différencient plutôt en LT CD8 dits épuisés. En effet, 
ils perdent progressivement leur capacité à proliférer et à produire des cytokines. Les 
mécanismes moléculaires conduisant à l’épuisement des LT CD8 sont discutés dans la section 
suivante.  
 
1.2 La réponse lymphocytaire CD8 suite à une infection chronique 
Lors d’une infection chronique ou suite au développement d’une tumeur, les LTe sont 
incapables de générer des LTm, mais se différencient en un sous-type unique de cellules T CD8 
dit « épuisé » (Figure 7)103,233,234. En effet, suite à une infection chronique, les cellules T CD8 
s’activent et se différencient en LTe fonctionnels en une semaine environ103,233. Cependant, la 
persistance de l’antigène et de l’inflammation induite par les infections chroniques conduit à 
une perte graduelle de leur fonctionnalité103,233,235. La perte de fonctionnalité est hiérarchique et 
commence par la perte de production d’IL-2 accompagnée d’une diminution importante de la 
capacité à lyser des cellules cibles in vitro. Ces cellules perdent ensuite la capacité à proliférer 
en réponse à une stimulation antigénique. À des stades intermédiaires de l’épuisement, on 
observe une perte de la production de TNF-a alors que la production d’IFN-g est encore 
préservée. C’est uniquement dans les cas sévères d’épuisement que l’on observe une perte de 
production d’IFN-g et, dans certains cas, l’épuisement des LT peut conduire ultimement à leur 
délétion physique (Figure 7)103,233,236. 
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Un modèle intéressant pour comprendre comment l’épuisement des LT CD8 s’installe 
consiste en l’utilisation de deux souches du virus LCMV qui induisent soit une infection aiguë, 
soit une infection chronique. En effet, ces deux souches sont très proches puisque seuls trois 
acides aminés les distinguent sans que cela n’affecte les épitopes reconnus par les LT CD8237-
239. La souche Armstrong (LCMV-Arm) induit une infection aiguë qui est éliminée en 8 jours 
post-infection tandis que la souche clone 13 (LCMVcl13) induit une infection chronique dont 
la virémie persiste pendant presque 3 mois 237,238. Ainsi, il est possible de comparer la réponse 
des LT CD8 reconnaissant les mêmes épitopes selon que celle-ci prenne place suite à une 
infection chronique ou aiguë par le même virus.  
 
Figure 7. Différenciation des LT CD8 en LTm suite à une infection aiguë ou en LT CD8 
épuisés lors d’une infection chronique. En haut, la différenciation des LTe en LTm suite 
à une infection aiguë et leur fonctionnalité. En bas, la différenciation progressive des LT 
CD8 épuisés lors d’une infection chronique. La perte progressive de leur fonctionnalité 
est représentée sous forme de tableau en fonction de la charge virale. L’expression 




1.2.1 La persistance de l’antigène 
Il a été démontré que ce facteur est essentiel à l’établissement de l’épuisement puisqu’il 
existe une corrélation directe entre la charge virale dans le sang et la capacité des LT CD8 à 
produire différentes cytokines, dont l’IFN-g, le TNF-a ainsi que l’IL-2103. De plus, pour la même 
charge virale au sein d’une même souris, au sein d’un même organe, les épitopes qui sont 
présentés en plus grande quantité induisent un plus fort épuisement chez les LT CD8 qui les 
reconnaissent103. En effet, suite à une infection chronique avec le virus LMCVcl13, les LT CD8 
immunodominant lors d’une infection aiguë, NP396-404 (Db/NP396) et GP34-43 (Kb/ GP34), 
disparaissent environ 25 jours post-infection alors que les LT CD8, normalement sous-
dominants lors d’une infection aiguë, répondent fortement103. Ces résultats supportent un rôle 
essentiel de la persistance antigénique dans l’établissement de l’épuisement des LT CD8. 
 
1.2.2 Les récepteurs inhibiteurs 
La présence continuelle d’antigène induit la co-expression soutenue de plusieurs 
récepteurs inhibiteurs de l’activation des LT CD8 suite à une infection chronique ou lors d’un 
cancer234,241-245. L’importance de l’expression de ces récepteurs inhibiteurs dans l’établissement 
de l’épuisement des LT CD8 n’est plus à démontrer puisque le blocage de ces récepteurs, seuls 
ou en combinaison, conduit à une amélioration importante de la réponse des LT CD8 contribuant 
au meilleur contrôle de l’infection en cours ou de la croissance tumorale242,243,246-249. Plus les LT 
CD8 expriment de récepteurs inhibiteurs à leur surface, plus l’état d’épuisement est 
avancé241,246. Les différents récepteurs inhibiteurs et leurs ligands sont schématisés dans la 




Figure 8. Les récepteurs inhibiteurs associés à l’épuisement des LT CD8. Adapté de 250. 
 
1.2.2.1 PD-1 
1.2.2.1.1 PD-1 et ses ligands 
Le récepteur PD-1 (« Programmed cell death 1 » en anglais) peut interagir avec deux 
ligands, PD-L1 (B7-H1; CD274) et PD-L2 (B7-DC; CD273). Ce récepteur est un membre de la 
famille CD28. Son domaine intracellulaire est composé de séquences ITIM et ITSM 
(« immunoreceptor tyrosine-based switch motif » en anglais). L’expression de PD-L1 est 
exprimée constitutivement à la surface de nombreuses cellules hématopoïétiques et non 
hématopoïétiques tandis que PD-L2 est principalement exprimé par les CPA. Cependant, 
l’expression de ces deux ligands peut être augmentée par des signaux inflammatoires251,252.  
1.2.2.1.2 Fonction de PD-1 dans la réponse lymphocytaire CD8 
Suite à une infection aiguë, les LT CD8 expriment de façon transitoire la molécule PD-
1, et n’empêche pas l’élimination du pathogène. Son expression permet d’atténuer et d’arrêter 
l’activation des LT CD8 afin de contrôler le nombre de cellules qui répondent253. Suite à une 
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infection chronique ou lors d’un cancer en développement, l’expression de PD-1 reste élevée à 
la surface des LT CD8, ce qui contribue fortement à l’épuisement de ceux-ci234,243,254. En effet, 
le blocage de ce récepteur ou de ses ligands conduit à une forte amélioration de la fonction des 
cellules T contribuant au meilleur contrôle de la charge virale suite à des infections chroniques 
ou à une diminution de la croissance tumorale dans le cas de cancer chez l’humain et chez la 
souris241,246,248,249,254-258. En effet, l’inhibition de cette voie à des stades tardifs lors d’une 
infection chronique ou dans le cas de cancers conduit à une augmentation de la survie des 
patients ou des souris, ce qui corrèle avec une meilleure prolifération et une meilleure 
fonctionnalité des LT CD8. 
1.2.2.1.3 Mécanisme par lequel PD-1 régule la réponse des LT CD8 
Plusieurs mécanismes permettent de comprendre comment cette voie de signalisation 
induit l’épuisement des LT CD8. Premièrement, lorsque le récepteur PD-1 rencontre l’un de ses 
ligands, celui-ci devient phosphorylé au niveau de ses ITSM, ce qui permet le recrutement des 
« SH2-domain containing tyrosine phosphatase » (SHP-1 et SHP-2) qui inhibent alors l’activité 
des molécules d’activation proximales du RCT ainsi que des molécules de la voie de 
costimulation, telles que Zap70 et PI3K259-262. Deuxièmement, cette voie permet d’induire 
l’expression de gènes parmi lesquels plusieurs sont connus pour inhiber l’activation des cellules 
T dont celui codant pour la protéine BATF263. En effet, BATF forme un dimère avec le facteur 
de transcription c-Jun, ce qui exclut c-Fos et inhibe ainsi la transcription induite par AP-1 suite 
à l’activation du RCT264. De plus, le complexe BATF-c-Jun peut induire l’expression d’autres 
gènes265. Troisièmement, cette voie de signalisation réprime l’expression de PGC-1a 
(« Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator » en anglais), un FT important 
pour induire les gènes nécessaires pour le changement métabolique qui s’opère au stade 
effecteur266,267. Ainsi, l’expression de PD-1 dérégule le métabolisme des LT CD8 répondants au 
virus LCMVcl13, induisant ainsi leur épuisement266. 
1.2.2.1.4 Régulation de l’expression de PD-1 
Le promoteur du gène codant pour la protéine PD-1, Pdcdc1, contient deux régions 
conservées (CR-B et CR-C) essentielles pour induire son expression268. Ces deux régions 
comprennent de nombreux sites de liaison à différents facteurs de transcription et se situent 
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respectivement à -100 paires de bases (pb) et -1,1kpb du site d’initiation de la transcription. 
Parmi les sites de liaison présents sont présents ceux de NFkB, NFATc1, FoxO1, T-bet ainsi 
que des séquences « IFN stimulated response elements » (ISRE)268-271. La présence de ces deux 
séquences est requise pour l’expression optimale de PD-1268,271. Il existe probablement d’autres 
éléments de réponse en dehors de ces deux régions puisque la forme active du facteur de 
transcription Notch peut se fixer dans la région codante de PD-1, au niveau de l’exon 1 et de 
l’intron 1272. Au sein des LT CD8 naïfs, qui n’expriment pas PD-1, les deux régions CR-B et 
CR-C sont fortement méthylées. Lors d’une infection aiguë, l’activation des LT CD8 conduit à 
la déméthylation de ces régions permettant à l’ADN de se décondenser. Ainsi, les facteurs de 
transcription peuvent être recrutés sur leurs sites consensus afin d’induire l’expression du 
gène273. Plus tard dans la réponse, l’expression de PD-1 ainsi que l’état de méthylation sont 
inversement proportionnels à la quantité d’antigène encore présent. En effet, la région 
promotrice de PD-1 est de nouveau méthylée lors de l’élimination de l’antigène. Cependant, 
lors d’une infection chronique, la persistance de l’antigène empêche la méthylation de novo de 
se produire274. De plus, 8 jours après l’infection par LCMVcl13, le retrait total de l’antigène par 
le transfert adoptif des LT CD8 épuisés dans un hôte naïf qui est ensuite infecté avec le virus 
LCMV-Arm ne permet pas d’observer une augmentation de la méthylation du promoteur de 
PD-1, suggérant qu’une empreinte héréditaire est transmise aux cellules filles, empêchant la 
répression de la transcription du gène275-277. De façon similaire, les niveaux d’expression de PD-
1 restent élevés dans les LT CD8 de patients infectés par le VIH pourtant traités aux 
antirétroviraux, ce qui conduit pourtant à une diminution importante de la virémie278. 
1.2.2.2 Lag-3 
Cette protéine ressemble fortement à la molécule CD4 d’un point de vue structural et 
elle peut lier, avec une meilleure affinité que CD4, la molécule de CMHII. Cependant, la 
LSECtine, une molécule de la famille de DC-SIGN, serait aussi capable d’interagir et d’activer 
Lag-3279. La déficience de Lag-3 dans les cellules T affecte positivement la prolifération des LT 
CD8 suggérant un rôle négatif de cette protéine dans l’activation de ces cellules280,281.  
Peu de choses sont connues sur cette voie de signalisation. Cependant, cette protéine 
serait capable de former un complexe avec les molécules de CD3 et celui-ci serait à l’origine de 
l’inhibition de flux calcique, de la production de cytokine et de la prolifération des cellules T282. 
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Enfin, l’injection d’anticorps bloquant Lag-3 en combinaison avec des anticorps bloquant PD-
1 améliore considérablement la prolifération et la fonction des LT CD8 épuisés247,283. 
Cependant, bloquer Lag-3 seul n’a que peu d’effets sur l’épuisement des LT CD8.  
1.2.2.3 Tim-3 
Cette protéine a été découverte il y a 14 ans, à la surface de LT CD4 Th1 et de LT CD8 
produisant de l’IFN-g284. Son expression, avec celle de PD-1, permet d’identifier les LT CD8 
fortement épuisés dans le cas de mélanome chez l’humain285. De plus, le blocage de ce récepteur 
par des anticorps bloquants, seuls ou en combinaison avec le blocage de la voie PD-1 permet de 
restaurer partiellement la fonctionnalité des cellules T et leur capacité à proliférer285. En accord 
avec cela, le blocage de la voie Tim-3 conduit à des symptômes plus sévères dans le modèle 
d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE)284. Enfin, l’activation de la voie par l’un 
de ses ligand, la Galectine 9, induit la mort des LT CD4 Th1, ce qui diminue les symptômes 
induits par EAE286. Par ailleurs, il a été rapporté dans plusieurs études que la signalisation 
induite par la liaison de la Galectine 9 avec Tim-3 conduit à la dysfonction des LT CD4 et CD8, 
pouvant même induire la mort de ces derniers lors d’infection avec HSV chez la souris, 
d’infection HCV chez l’humain, dans le cancer du colon ou encore dans le cas de carcinome 
hépatocellulaire induit par le virus de l’hépatite B, 287-290. Cependant, le rôle de la Galectine 9 
comme ligand de Tim-3 fait débat puisqu’il existe une étude qui rapporte que la présence de 
Galectine 9 n’inhibe pas l’activation des LT humains et qu’elle n’interagit pas avec Tim-3291. 
Dans cette études et contrairement à ce qui avait été précedemment démontré, les auteurs 
rapportent que le blocage de Tim-3 ne permet pas de restaurer la réponse allogénique des LT 
Th1 humains ni de restaurer la fonctionnalité des LT CD8 issus de patients infectés par le VIH 
stimulés avec les peptides Gag et Nef285,287,291.  
Le domaine cytoplasmique de cette protéine contient 5 tyrosines qui peuvent être 
phosphorylées par de nombreuses kinases impliquées dans l’activation de la voie du RCT, telles 
que Lck ou Fyn292,293. En absence de ligand, la forme phosphorylée de Tim-3 est associée à la 
protéine Bat3 (« HLA-B associated transcript 3 »). Celle-ci peut alors recruter la forme active 
de Lck, ce qui contribue à l’activation de la cellule T. La liaison de Tim-3 avec son ligand, Gal-
9 ou Ceacam-1, libère Bat3-Lck et Tim-3 peut alors interagir avec la protéine Fyn293,294. Fyn 
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active alors la « phosphoprotein associated with glycosphingolipid » (PAG) qui, à son tour, 
recrute Csk pour inhiber l’activité de Lck et ainsi diminuer la voie de signalisation du RCT295,296.    
1.2.2.4 2B4 
Cette protéine est membre de la famille « signaling lymphocyte activation molecule » 
(SLAM) et son activation peut avoir des effets positifs ou négatifs sur la réponse des cellules T 
chez l’humain comme chez la souris297-302. Comme PD-1, le domaine cytoplasmique contient 4 
ITSM qui peuvent être phosphorylés par des kinases de la famille Src, Fyn et Lck303,304. Une 
fois phosphorylée au niveau des ITSM, cette protéine recrute différents partenaires tels que 
SHP-1, SHP-2, SAP et EAT-2304-308. Tout comme pour PD-1, le recrutement de SHP-1 et SHP-
2 induit un effet négatif sur l’activation de la voie du RCT303. Au contraire, la liaison de SAP 
sur les ITSM phosphorylés de 2B4 permet le recrutement de Fyn qui alors phosphorylera 2B4 
et ainsi amplifiera le signal309. La forme phosphorylée de 2B4 peut aussi induire l’activation de 
LAT, une protéine adaptatrice essentielle à la voie de signalisation du RCT, permettant ainsi 
une activation optimale du flux calcique, de Pi3K, des MAP-kinases310-312. De plus, cette voie 
permet le contrôle de l’expression de gènes cibles, dont des molécules effectrices impliquées 
dans la cytotoxicité notamment, mais aussi des molécules proapoptotiques telles que Bim301.   
1.2.2.5 CD160 
Cette protéine transmembranaire à un passage possède un petit domaine cytoplasmique 
et elle peut être modifiée de façon post-traductionnelle par l’ajout d’un groupement 
glycosylphosphatidylinositol (GPI). Étonnamment, elle a tout d’abord été identifiée comme une 
molécule de costimulation qui favorisait la prolifération et l’acquisition de fonctions effectrices 
dans le cas de lignées de cellules T et de cellules « natural killer » (NK)313-315. Ce sont des années 
plus tard que la liaison de CD160 avec ses ligands, HVEM et BTLA, a été identifiée comme 
inhibant la prolifération des LT CD4316. Toutefois, la co-expression de CD160 et 2B4 (CD244) 
identifie chez l’humain une sous-population de LTe ayant une forte capacité cytotoxique, 
suggérant que cette protéine ait deux fonctions opposées dans l’activation ou l’inhibition des 
cellules T317. Les mécanismes expliquant comment CD160 agit ne sont pas connus, mais 




Cette molécule fait partie de la famille des récepteurs B7-CD28 et est critique pour la 
régulation négative de l’activation des cellules T. Cette molécule contrôle en effet la 
prolifération, la progression du cycle cellulaire ainsi que la production d’IL-2 et ce, par divers 
mécanismes318,319.  Le premier consiste à entrer en compétition avec la molécule de 
costimulation CD28 pour interagir avec leurs ligands, CD80 et CD86. La protéine CTLA-4 se 
lie en effet à ces deux molécules avec une meilleure affinité et avidité que le CD28 et empêche 
ainsi le LT de recevoir le signal de costimulation320. En plus d’interagir avec les protéines CD80 
et CD86, CTLA-4 est responsable de diminuer l’expression de ces protéines par un mécanisme 
de transendocytose, responsable du transfert des molécules de la famille B7 de la surface des 
CPA vers l’intérieur de la cellule T321. De surcroît, l’interaction de CTLA-4 avec les protéines 
de la famille B7 induit la production d’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO), responsable du 
catabolisme du tryptophane, un acide aminé essentielle pour la prolifération des LT322,323. Il a 
par ailleurs été démontré que la phosphorylation de CTLA-4 induit le recrutement des 
phosphatases SHP-2 et PP2A, deux protéines capables d’inhiber les voies du RCT et de la 
costimulation respectivement324.  
 
1.2.3 Les médiateurs solubles  
Lors d’une infection chronique, la persistance du pathogène induit continuellement la 
production de médiateurs solubles dont certains ont un rôle proinflammatoire alors que d’autres 
sont au contraire immunosuppresseurs. 
1.2.3.1 Interférons de type I (IFN de types de I) 
Les IFN-a et IFN-b sont encore fortement exprimés par les DC de la rate à jour 9 post-
infection lors d’une infection chronique, suggérant que ces cytokines sont produites tout au long 
de l’infection325. Bien qu’elles aient un rôle important dans l’élimination du pathogène lors 
d’une infection aiguë et qu’elles participent positivement à l’élaboration d’une réponse 
lymphocytaire CD8 optimale, ces cytokines participent à l’établissement de l’épuisement des 
cellules T CD8. Cette voie de signalisation induit en effet l’expression des régulateurs négatifs 
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de l’activation des LT CD8, l’IL-10 et le ligand de PD-1, PD-L1 exprimé par les DC CD8a-
négatives de la rate326. La contribution des IFN de type I dans l’établissement de l’épuisement 
des LT CD8 sera discutée plus bas. Le blocage du récepteur aux IFN de type I au moment de 
l’activation des LT CD8 ou 10 jours post-infection permet de contrôler complètement une 
infection chronique par le virus LCMVcl13325,326. Ce traitement thérapeutique affecte la 
migration des cellules T naïves, favorisant une localisation dans la pulpe blanche de la rate à 5 
et 14 jours post-infection et requiert la présence de LT CD4326. Ce traitement améliore la réponse 
des LT CD4 qui pourrait indirectement améliorer la réponse des LT CD8250,326. Enfin, 
l’exposition prolongée à ces cytokines, ou plus généralement à un milieu proinflammatoire, dans 
le cadre d’une réponse lymphocytaire CD8 aiguë dirigée contre VSV empêche la transition des 
LTe en LTm327. 
1.2.3.2 Interleukine 10 
Cette cytokine particulièrement immunosuppressive est exprimée par de nombreux types 
cellulaires dans le cadre d’une infection chronique et son expression est induite notamment chez 
les DC suite à une stimulation de ces cellules avec des IFN de type I326,328-330. L’utilisation de 
souris déficientes ou non pour l’IL-10, ou ayant été traitées avec un anticorps bloquant cette 
cytokine durant toute la phase effectrice, empêche l’épuisement des cellules T CD8, ce qui 
conduit à l’élimination rapide de l’infection chronique induite par le virus LCMVcl13331,332. Ces 
résultats suggèrent un rôle important de l’IL-10 dans l’établissement de l’épuisement des LT 
CD8. De plus, l’utilisation combinée d’anticorps bloquant à la fois les récepteurs inhibiteurs 
PD-1 avec des anticorps bloquants la voie de l’IL-10 synergisent pour empêcher l’épuisement 
des LT CD8 et conduit à une élimination encore plus rapide du virus LCMVcl13333. 
1.2.3.3 Le « transforming growth factor » (TGF-b) 
Cette voie de signalisation est encore fortement activée dans les LT CD8 9 jours après 
une infection par le virus LCMVcl13 contrairement à ce que l’on observe suite à une infection 
avec LCMV-Arm, suggérant que cette voie est continuellement active lors d’une infection 
chronique334. De plus, la délétion génétique des récepteurs de cette cytokine sur les cellules T 
induit une meilleure survie des LT CD8, celles-ci exprimant de plus faibles niveaux 
d’expression de la protéine proapoptotique Bim334,335. Cela conduit à une élimination rapide du 
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virus LCMVcl13 permettant la génération de LTm334,335. Cependant, le traitement de souris 
infectées avec le virus LCMVcl13 avec des anticorps bloquant de la cytokine TGF-b n’améliore 
pas l’élimination du virus335.  
1.2.3.4 Interleukine 2 et interleukine 15 (IL-2 et IL-15) 
Suite à une infection par le virus LCMVcl13, l’expression de la chaîne partagée entre les 
récepteurs à l’IL-2 et à l’IL-15, CD122 est induite et atteint son maximum d’expression 6 jours 
post-infection336,337. Son expression diminue lentement jusqu’à 65 jours post-infection. De 
façon similaire, l’expression de la chaîne de haute affinité du récepteur à l’IL-2, CD25, est 
fortement induite 4 jours après l’infection, mais retourne au niveau basal 4 jours plus tard337.  
La délétion de CD25 au sein des LT CD8 suite à une infection chronique avec le virus 
LCMV ou avec le virus cytomégalovirus MCMV n’empêche pas la génération de LTe 8 jours 
post-infection338. Cependant, ceux-ci disparaissent rapidement entre le jour 15 et le jour 30 post-
infection. Cette disparition est associée avec une diminution importante de leur fonctionnalité338. 
Ainsi, la voie de signalisation à l’IL-2, activée grâce à l’expression de CD25, semble importante 
pour la survie des LTe CD8 suite à une infection chronique.  
Plus récemment, un rôle important des voies de l’IL-2 et de l’IL-15 dans l’établissement 
de l’épuisement dans les LT CD8 suite à une infection chronique par le virus LCMV à été 
découvert336,337,339. En effet, l’expression de la chaîne partagée entre les récepteurs à l’IL-2 et à 
l’IL-15 identifie les cellules hautement épuisées337. De plus, la délétion de cette chaîne au sein 
des cellules T CD8 conduit à une plus faible expression des récepteurs inhibiteurs à leur surface 
et corrèle avec une meilleure survie de ces cellules. Enfin, la déficience de ce récepteur améliore 
leur capacité à produire des cytokines et restaure leur capacité à se différencier en LTm d’après 
leur niveau d’expression de EOMES, Bcl-6, CD127 et CD62L337. Ces résultats suggèrent que 
ces deux voies de signalisation, IL2 et IL-15, jouent un rôle important dans l’établissement de 
l’épuisement des LT CD8 lors d’une infection chronique.      
1.2.3.5 Interleukine 21 (IL-21) 
Cette cytokine, exprimée par les cellules T CD4 lors d’une infection chronique, est 
importante pour soutenir la fonctionnalité et la survie des LT CD8. En effet, l’expression de son 
récepteur à la surface des LT CD8 est essentielle pour la survie à long terme, la prolifération de 
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ces cellules ainsi que pour maintenir leur fonctionnalité. Cette cytokine est donc importante pour 
le contrôle la charge virale340-345.  
1.2.4 Facteurs de transcription et programme transcriptionnel des 
lymphocytes T épuisés 
Tous les signaux reçus par les cellules T lors d’une infection chronique conduisent à 
l’expression de gènes cibles dont certains sont des facteurs de transcription qui permettent 
l’établissement de l’épuisement de ces cellules. D’un point de vue transcriptionnel, les LT CD8 
épuisés sont différents des LTn, LTe et LTm et constituent une population à part entière234. En 
plus d’avoir un programme transcriptionnel qui leur est propre, les cellules T épuisées présentent 
des modifications épigénétiques qui assurent sa stabilité et de sa propagation de cellules mères 
en cellules filles346-349. L’établissement d’un tel programme génétique permettrait dans le cas 
d’infection persistante d’empêcher le système immunitaire d’avoir des effets néfastes et 
potentiellement mortels sur l’hôte. 
1.2.4.1 Blimp-1 
Ce facteur de transcription est fortement exprimé par les LT CD8 épuisés350. Cela est 
consistant avec son rôle de répresseur transcriptionnel de gènes impliqués dans la mise en place 
du programme transcriptionnel associés aux LTm. La déficience du gène codant pour Blimp-1 
dans des LT CD8 répondant à une infection chronique conduit à une plus faible expression des 
RI, une plus faible capacité cytotoxique et à une plus forte expression de marqueurs de LTm350. 
Cependant, malgré un phénotype semblable à celui des cellules T mémoires, l’absence de 
Blimp-1 dans les LT CD8 empêche le contrôle de la virémie suite à une infection avec 
LCMVcl13350. De façon intéressante, des LT CD8 hétérozygotes pour Blimp-1 gardent une 
activité cytotoxique résiduelle conduisant à un meilleur contrôle de la virémie, suggérant que ce 
FT, connu pour inhiber la formation des LTm et pour réguler positivement l’expression des 
récepteurs inhibiteurs, agirait comme un rhéostat moléculaire balançant entre fonction effectrice 





Suite à une infection aiguë, le facteur de transcription NFAT peut migrer jusqu’au noyau, 
où il peut induire l’expression de gènes cibles, dont ceux codant pour les cytokines. Cependant, 
lors d’une infection chronique, NFAT ne migre plus jusqu’au noyau, ce qui conduit à une 
production sous-optimale des cytokines telles que l’IFN-g352. Dans une seconde étude, les 
auteurs ont généré une construction plasmidique codant pour un mutant de NFAT ne pouvant 
plus interagir avec son partenaire AP-1353. Lorsque ce vecteur est exprimé dans des LT CD8 
répondant à une infection aiguë par le pathogène Lm-GP33, le programme transcriptionnel est 
aberrant et ressemble à celui de LT CD8 épuisés. Ceci s’accompagne avec une perte des 
fonctions effectrices et l’expression continue des RI PD-1, Tim-3 et Lag-3, conduisant à 
l’impossibilité de contrôler la charge bactérienne ou de limiter la croissance tumorale353. Les 
auteurs démontrent qu’en absence de son partenaire, NFAT se lie directement aux promoteurs 
de gènes exprimés dans les LT CD8 épuisés révélant un rôle important de la coopération des FT 
dans les mécanismes de différenciation353,354. 
1.2.4.3 T-bet 
Lors d’une infection chronique par le virus LCMVc13, les niveaux d’expression du 
facteur de transcription T-bet sont plus faibles que lors d’une infection aiguë au sein des LT 
CD8 à 8 jours post-infection355. La persistance de l’antigène est en effet responsable de la 
diminution d’expression de T-bet355. La surexpression de ce FT améliore la survie de ces cellules 
et diminue les niveaux d’expression de PD-1 à leur surface. Plus précisément, T-bet réprime 
l’expression de Lag-3, CD160 et PD-1 notamment en se fixant directement au promoteur de 
Pdcd1 (gène codant pour PD-1) proche de la région CR-B à -500pb du site d’initiation de la 
transcription355. Ainsi ce facteur de transcription favorise le maintien les fonctions effectrices 
des LT CD8 et lutte contre l’épuisement de ceux-ci.  
1.2.4.4 EOMES 
Les niveaux d’expression d’EOMES sont très fortement supérieurs lors d’une infection 
chronique comparée à une infection aiguë à jour 30 post-infection356. De plus, les cellules 
exprimant fortement ce FT expriment aussi de forts niveaux de Blimp-1, mais aussi de PD-1, 
Lag-3, CD160, 2B4 et Tim-3356. Cependant, la délétion génétique d’EOMES diminue 
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grandement la survie des cellules T épuisées ce qui conduit à une charge virale élevée356. Ces 
informations suggèrent un rôle important de ce facteur de transcription dans l’établissement de 
l’épuisement des LT CD8, mais aussi dans le maintien de ces cellules. 
 
1.2.5 Programme transcriptionnel des lymphocytes T épuisés 
Suite à une infection aiguë, nous pouvons distinguer différentes librairies de gènes dont 
l’expression varie en fonction du stade dans lequel la cellule T est engagée, LTn, LTe, LTm. 
Parmi ces librairies, il y a celui pour lequel les gènes faiblement exprimés au stade naïfs et dont 
l’expression augmente au stade effecteur, puis diminue de nouveau dans les LTm60,63,70,124. À 
l’inverse, certains gènes sont fortement exprimés au stade naïf, leur expression diminue 
fortement dans les LTe et sont réexprimés au stade mémoire. Dans ce dernier, de nombreux 
gènes, dont CD127, CCR7 et CD62L contribuent au développement des LTm60,63,70,124. Or, suite 
à une infection chronique, la plupart de ces gènes ne sont jamais réexprimés ce qui conduit, au 
fil du temps, à un programme transcriptionnel divergent entre LT CD8 épuisés et LTm234. Une 
centaine de gènes impliqués ont été identifiés234,357.  
 
1.2.6 Les sous-populations de lymphocytes T épuisés  
Suite à une infection chronique, les LT CD8 peuvent être divisés en deux sous-
population sur la base de leurs niveaux d’expression de T-bet, EOMES et PD-1 (Figure 9). En 
effet, les cellules T CD8 exprimant fortement T-bet et de niveau intermédiaire de PD-1 sont 
définis comme des progéniteurs (T-betfortPD-1int). Cette population exprime de plus faibles 
niveaux de récepteurs inhibiteurs et elle est encore capable de proliférer355,356. En se divisant, 
ces cellules peuvent se différencier en LT CD8 épuisés différenciés de façon terminale, 
exprimant fortement EOMES et PD-1 (Figure 9)283,356. De plus, le traitement de souris infectées 
avec LCMVcl13 avec un anticorps bloquant le ligand PD-L1 permet de revigorer la prolifération 
des progéniteurs uniquement, les cellules exprimant fortement EOMES ayant complètement 




Figure 9. Les sous-populations de LT CD8 épuisés identifiées par l’équipe du Dr E. 
John Wherry. À gauche, les progéniteurs sont définies par une forte expression de T-bet, 
une faible expression d’EOMES et des niveaux intermédiaires de PD-1. Ces derniers 
expriment peu de récepteurs inhibiteurs, sont capables de proliférer et sont revigorés lors 
d’une immunothérapie bloquant la voie PD-1. En se divisant, ils peuvent se différencier 
en LT épuisés de façon terminale à droite. Cette sous-population est définie par une forte 
expression d’EOMES et PD-1 tandis qu’ils expriment faiblement T-bet. Ces cellules 
expriment de nombreux récepteurs inhibiteurs, ils ont perdu la capacité de proliférer et ils 
ne sont pas revigorés à la suite du blocage de PD-1. Adapté de 358. 
 
Plus récemment, une nouvelle sous-population de LT CD8 épuisés a été découverte. 
Celle-ci est définie par l’expression du marqueur CXCR5 et par sa localisation inhabituelle dans 
les follicules B des organes lymphoïdes secondaires249,359-361. En plus de cette localisation 
folliculaire et de leur expression du marqueur CXCR5 propre aux LT CD4 folliculaires (TFH), 
le profil transcriptionnel de cette sous-population est proche de celui des LT CD4 TFH249,361. 
Cette sous-population exprime de plus forts niveaux de cytokines que les cellules n’exprimant 
pas CXCR5 (CXCR5-), mais une certaine divergence existe sur les niveaux d’expression de RI 
que ces cellules expriment359,362. Notamment, He et al identifient les cellules CXCR5+ comme 
exprimant de plus faibles niveaux d’expression de PD-1 tandis que Utzschneider et al qui étudie 
les LT CD8 TCF1+ identifient des niveaux semblables d’expression de PD-1 et Lag-3 entre les 
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cellules CXCR5+ et CXCR5-359,362. Cependant, toutes les études à ce sujet rapportent une plus 
faible expression de Tim-3 dans les cellules T CD8 folliculaires249,359-362. En accord avec un 
phénotype moins épuisé des LT CD8 CXCR5+, elles ont gardé leur capacité à proliférer au 
contraire des cellules T CD8 CXCR5-249,362. De plus, le transfert adoptif de LT CD8 CXCR5+ 
ou CXCR5- dans des hôtes infectées avec LCMVcl13 ou dans des hôtes naïfs puis infectés avec 
LCMVcl13 ou LCMV-Arm révèle qu’en plus d’être la seule sous-population à proliférer, la 
population CXCR5+ constitue la sous-population progénitrice des cellules T CD8 CXCR5-
249,362. Enfin, lors d’un traitement bloquant la voie PD-1, les LT CD8 folliculaires sont les seuls 
qui peuvent être revigorés puisque ceux-ci peuvent améliorer leur capacité proliférative en plus 
d’avoir un impact positif significatif sur la charge virale suite à leur transfert249,359. Il est tentant 
d’affirmer que les cellules CD8 CXCR5+ correspondent à la sous-population de progéniteurs 
précédemment identifiée, seulement, cette sous-population est hétérogène en ce qui concerne 
leurs niveaux d’expression des molécules T-bet et EOMES, indiquant que l’hétérogénéité de 
ces sous-populations est plus importante que ce qui était initialement défini249. Les LT CD8 
folliculaires expriment fortement les facteurs de transcription TCF1 et Bcl-6 essentiels pour leur 
génération360. Cette sous-population exprime des niveaux plus faibles du facteur de transcription 
Blimp-1 ce qui est cohérent avec une forte expression de Bcl-6 et avec une meilleure 
fonctionnalité de ces cellules360. Le facteur de transcription TCF1 est capable de se fixer au 
promoteur de Bcl-6 pour induire son expression supposément, mais aussi au promoteur de 
Prdm1 (gène codant pour Blimp-1), de Havcr2 (gène codant pour Tim-3) et Cish (gène codant 
pour la protéine « Cytokine Inducible SH2 Containing Protein » Cish) pour réguler 
négativement leur expression361. Enfin, les LT CD8 folliculaires sont les seuls à subsister après 
l’élimination du virus de l’hépatite C, ce qui supporte l’idée que cette sous-population de 
cellules est proche des LTm363. 
 Ainsi, les LT CD8 répondant à une infection chronique présentent une hétérogénéité 
importante. Parmi les sous-populations identifiées, certaines semblent moins différenciées 
puisqu’un traitement bloquant les RI semble revigorer leur fonction et leur capacité à proliférer 
tandis que d’autres sont différenciées de façon terminale. Ainsi, les sous-populations les moins 
différenciées semblent être importantes pour maintenir la sous-population de LT CD8 
différenciées de façon terminale en se divisant. Ce mécanisme pourrait être important pour 
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contenir l’infection chronique tandis que l’épuisement des LT CD8 pourrait être une façon de 
protéger l’hôte d’une réponse immunitaire trop forte et constante, ce qui pourrait nuire à son 
intégrité.  
 
1.2.7 Épuisement, anergie et sénescence des lymphocytes T CD8 
L’état anergique des LT CD8 est induit lorsque ceux-ci sont activés en absence de signal 
de costimulation25. Ainsi les cellules T anergiques sont incapables de proliférer, produire des 
cytokines ou encore de lyser des cellules cibles, ce qui s’apparente aux LT CD8 épuisés. 
Cependant, l’état anergique est induit immédiatement après la rencontre de l’antigène tandis que 
l’épuisement s’établit progressivement en plusieurs jours, parfois semaines, après la rencontre 
avec l’antigène. De plus, la signature transcriptionnelle des cellules T épuisées est différente de 
celle des LT anergiques234. En effet, certains gènes sont spécifiques à l’anergie tels que, par 
exemple, Rnf128, Egr2 et Egr3. Toutefois, il est à noter que plusieurs gènes montre le même 
profil d’expression dans les deux cas. L’analyse plus approfondie des gènes différentiellement 
exprimés entre les LT CD8 épuisés et anergiques permettrait de mieux comprendre les 
spécificités de chacun de ces états.  
La sénescence est caractérisée par un arrêt de prolifération des cellules, comme cela est 
observé dans le cas de LT CD8 épuisés. Cependant, l’expression des marqueurs KLRG1 chez 
la souris et CD57 chez l’homme, permettant d’identifier les LT CD8 sénescents, ne sont que 
très peu exprimés par les cellules T épuisées234,256,364,365. De plus, des LT CD8 sénescents sont 
toujours fonctionnels, produisant des cytokines et étant cytotoxiques, ce qui n’est pas le cas des 
LT CD8 épuisés. Ainsi, l’état sénescent semble être un état distinct de l’épuisement bien que les 
mécanismes moléculaires spécifiques à chacun restent encore à étudier. 
 
1.2.8 Traitements thérapeutiques de l’épuisement des lymphocytes T CD8 
Rétablir la fonctionnalité des LT CD8 épuisés est essentiel pour espérer pouvoir guérir 
les patients atteints de cancer ou d’infection chronique. Récemment, les immunothérapies 
dirigées contre les récepteurs inhibiteurs ont permis une percée majeure en ce sens améliorant 
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la réponse des LT CD8 humains et murins suite à une infection chronique ou bien dans le cas 
de cancer. 
1.2.8.1 Les immunothérapies   
Dans de nombreux cas, lors d’une infection chronique, l’expression continue de 
récepteurs inhibiteurs induit la dysfonction et parfois même la délétion des cellules T répondant. 
Il est suggéré que cet état d’épuisement des LT est induit pour protéger l’organisme hôte contre 
une forte réponse immunitaire continue, ce qui pourrait endommager de nombreux tissus et 
éventuellement conduire au décès de l’hôte. Cependant, la persistance des LT épuisés, bien que 
dysfonctionnels, est associée à un contrôle de la charge virale, permettant de limiter la croissance 
de l’agent infectieux. Ainsi cet état d’épuisement serait balancé entre la protection de l’hôte des 
réactions immunitaires fortes à long terme et la protection de l’hôte envers le pathogène240.  
1.2.8.2 Infection par le virus de l’hépatite B (HBV) 
Ce type d’infection persistante induit un fort état d’épuisement des LT dont l’intensité 
est inversement proportionnelle avec la virémie366,367. Cet état corrèle avec l’expression 
soutenue de récepteurs inhibiteurs, dont PD-1366-368. De plus, celui-ci est plus fortement exprimé 
par les LT CD8 intrahépatiques comparé au LT CD8 en périphérie, suggérant que son expression 
est dépendante de l’antigène369. À l’inverse, le profil d’expression du marqueur de LTm, CD127, 
est inversement proportionnel au niveau d’expression de PD-1370. Par ailleurs, d’autres études 
révèlent que des niveaux faibles d’expression de CD127 corrèlent avec une plus forte 
dysfonction des LT371-374. De surcroît, le blocage de la voie PD-1 par l’utilisation d’anticorps 
bloquant PD-L1 permet d’améliorer la réponse des LT CD8 périphériques et intraépithéliaux et 
notamment leur capacité à produire de l’IL-270,366,375. En plus de PD-1, certains LT CD8 
répondant à l’infection HBV co-expriment Tim-3 et 2B4376. Le blocage de 2B4 permet de 
restaurer la production d’IFN-g et cet effet est d’autant plus prononcé si ce traitement est fait 




1.2.8.3 Infection par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) 
Comme pour HBV, lors d’une infection par le VIH, les cellules T co-expriment plusieurs 
récepteurs inhibiteurs à leur surface et plus le nombre de RI est important à la surface d’une 
cellule et plus celle-ci est épuisée256,377,378. Notamment, il a été démontré que la fonctionnalité 
des LT CD8 spécifiques pour le VIH est inversement corrélée avec la charge virale et avec les 
niveaux de PD-1 exprimés par ces derniers378. De plus, un traitement bloquant le ligand PD-L1 
permet de restaurer la survie, la prolifération ainsi que la fonctionnalité des LT CD8 lors d’une 
restimulation ex vivo avec l’antigène378. Certains LT CD8 spécifiques pour le VIH co-expriment 
PD-1 et CD160 à leur surface, ce qui est associé à une inhibition des voies de survie cellulaire 
telles que SUMO2, dont l’activité est connue pour réguler négativement l’activité des protéines 
STAT379. D’autres cellules co-expriment PD-1, CD160 et 2B4 et l’expression de ces RI corrèle 
avec une forte expression d’EOMES et une expression intermédiaire de T-bet, ce qui identifie 
généralement des cellules T terminalement différenciées356,380. L’expression d’un autre RI, « T 
cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains » (TIGIT), corrèle avec une incapacité à 
contrôler la charge virale381. Notamment, les cellules co-exprimant TIGIT et PD-1 sont plus 
fréquentes dans les cohortes de patients qui ne contrôlent pas l’infection et corrèle avec une 
augmentation de la charge virale dans le sang381. Le blocage de ce RI en combinaison avec le 
blocage de PD-1 améliore la prolifération ainsi que la capacité des LT CD8 spécifiques pour 
l’antigène GAG du virus à produire de l’IL-2 in vitro381. L’expression de Tim-3 apparaît 
progressivement lors de l’infection et corrèle positivement avec la charge virale et négativement 
avec le nombre de LT CD4382. Les cellules n’exprimant pas ce RI produisent plus fortement la 
perforine et la GrzmB et ont une meilleure capacité de dégranulation, suggérant que ces cellules 
ont une meilleure capacité cytotoxique par rapport aux cellules qui l’expriment383. Le blocage 
de cette voie par des anticorps bloquants permet de restaurer l’expression de la GzmB et 
d’améliorer la capacité sécrétoire des LT CD8384. Cependant, il serait intéressant de savoir s’il 
peut exister un effet synergique en bloquant ce récepteur en combinaison avec des anticorps 




Suite à l’apparition d’une tumeur, une réponse lymphocytaire se met en place dans le but 
de l’éradiquer. Malheureusement, la persistance de l’antigène en plus de l’environnement 
suppresseur que génère la tumeur conduit rapidement à un épuisement sévère des LT CD8. 
Certaines tumeurs expriment directement les ligands des récepteurs inhibiteurs tels que PD-L1. 
L’interaction de ces derniers avec les récepteurs inhibiteurs exprimés à la surfaces des LT CD8 
est alors responsable de l’induction de la perte de la fonctionalité des cellules T385,386. Plusieurs 
études ont remarqué que l’expression de PD-1 par les LT infiltrant la tumeur (TIL) est un 
indicateur de leur dysfonction387-389. Cependant, les immunothérapies dirigées contre la voie 
PD-1 ne permettent pas de soigner tous les cancers et ne sont pas efficaces chez tous les patients. 
De plus, les cellules T expriment de nombreux autres récepteurs dont les profils d’expression 
peuvent varier d’un type de cancers à un autre et varier en fonction du stade de la maladie390. 
C’est autant de paramètres à prendre en compte pour le design d’une nouvelle stratégie 
thérapeutique.  
1.2.8.5 Mélanome métastatique 
Ce cancer de la peau apparaît sous la forme d’une tache pigmentée et il commence par 
se développer horizontalement dans l’épiderme. À ce stade, on parle de mélanome in situ. Plus 
tard, la tumeur continue son développement verticalement dans le derme et l’hypoderme, la 
tumeur devient alors invasive. De façon similaire à ce qui a été décrit dans le cas d’une infection 
chronique à HBV, les LT CD8 présents au sein de la tumeur ou présents dans les ganglions 
lymphatiques drainant celle-ci expriment plus fortement divers RI tels que PD-1, Lag-3, CTLA-
4, et Tim-3 comparés à ces mêmes populations de LT CD8 présents dans d’autres tissus 
dépourvus d’antigène391,392. De plus, les cellules T positives pour le marqueur PD-1 expriment 
de plus faibles niveaux de cytokine comparées aux cellules qui ne l’expriment pas387. De façon 
intéressante, la stimulation antigénique des LT CD8 intratumoraux (TIL) in vitro combinée au 
blocage de la voie PD-1 permet de restaurer les fonctions effectrices de LT CD8 reconnaissant 
l’antigène tumoral NY-ESO-1, mais pas dans le cas de LT CD8 spécifiques pour l’antigène 
MART-1393. Or, les cellules T spécifiques pour NY-ESO-1 expriment 5 à 6 fois plus la molécule 
PD-1 comparée au LT spécifique pour Mart-1, suggérant que le niveau d’épuisement des LT 
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CD8 dépend de l’antigène pour lequel ils sont spécifiques. Cependant, nous ne savons pas si 
cela est dû au fait que ces deux antigènes pourraient être présentés en quantités différentes. 
D’autres études ont démontré que le blocage de la voie PD-1 n’a aucun effet positif sur la 
réponse LT CD8 si les ligands ne sont pas exprimés dans la tumeur et ce, même si les cellules 
T exprimaient de forts niveaux de PD-1394. Cela nous indique que seule l’expression de PD-1 
ne suffit à prédire de l’efficacité des traitements, il faut aussi confirmer que PD-1 interagit avec 
ses ligands dans la tumeur. Par ailleurs, l’effet négatif du RI TIGIT ne s’exerce que lorsqu’il est 
co-exprimé avec PD-1395,396. De plus, l’expression de son ligand CD155 par les cellules 
tumorales et les CPA, associée avec une diminution de l’expression de CD226 qui est en 
compétition avec TIGIT pour lier le ligand CD155 sont deux évènements permettant à TIGIT 
d’induire son effet négatif sur l’activation des LT395,396. De façon intéressante, l’expression 
simultanée de PD-1 avec CTLA-4 par les TIL présent dans les métastases corrèle avec une forte 
efficacité des traitements bloquant la voie de PD-1389. Par ailleurs il a été récemment et 
élégamment démontré qu’une fréquence importante de monocytes classiques (CD14+CD16-
HLA-DRfort) dans le sang des patients atteints de mélanome métastatique permet de prédire 
l’efficacité d’un traitement bloquant la voie PD-1397. En effet, l’utilisation de la cytométrie de 
masse (CytoF) a permis d’identifier que les patients qui ont répondu positivement et à long 
terme à une immunothérapie ciblant PD-1 avaient une fréquence plus élevée de monocytes 
classiques dans le sang. De plus, l’analyse comparative du transcriptome des monocytes 
classiques issus des patients répondants ou non au traitement dirigé contre PD-1 n’a révélé 
aucune différence, confirmant que seule la fréquence de ces derniers est importante pour prédire 
l’efficacité de l’immunothérapie. Grace à cette étude, il est maintenant possible de prédire si une 
immunothérapie dirigée contre PD-1 sera bénéfique ou non pour un patient atteint de melanome 
métastatique. Il sera ainsi possible d’orienter les patients prédits comme non-répondants vers 
des stratégies thérapeutiques plus adaptées et ce, plus rapidement. Enfin cela permettra de ne 
pas appliquer ces traitements dispendieux à des patients pour lesquels ce dernier ne sera pas 
efficace.   
D’autres études ont mis en évidence certains paramètres comme étant importants pour 
prédire l’efficacité des immunothérapies. Notamment, il a été démontré que le microbiome des 
patients est un élément essentiel à prendre en compte lorsqu’une immunothérapie est considérée 
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pour traiter un cancer398-403. En effet, dans une étude récente, les auteurs identifient la prise 
d’antibiotiques comme un élément prédicteur de la resistance à une immunothérapie dirigée 
contre le récepteur inhibiteur PD-1 ou son ligand PD-L1. En effet, la prise d’antibiotiques 
diminue significativement la survie des patients traités avec une immunothérapie comparé à des 
patients traités avec une immunothérapie n’ayant toutefois pas pris d’antibiotique. En comparant 
les microbiomes des patients répondants ou non aux immunothérapies ciblant PD-1, les auteurs 
révèlent une sureprésentation de certaines bactéries dont Akkermansia muciniphila (A. 
muciniphila). La transplantation fécale de matières fécales issues de patients répondants à 
l’immunothérapie dans les deux semaines précédent l’implantation de sarcome murins dans des 
souris traitées avec anticorps bloquant PD-1 conduit à un delai de la croissance tumorale ainsi 
qu’une infiltration importante de LT CD4 dans la tumeur contrairement à des souris ayant été 
transplantées avec des matières fécales de patients ne répondant pas aux immunothérapies. 
Enfin, les souris portant une tumeur ayant été gavées avec A. muciniphila restaurent l’efficacité 
des immunothérapies bloquant PD-1, notamment en induisant la production de l’IL-12 par les 
cellules dendritiques, ce qui augmente le recrutement de LT CD4 Th1 au sein de la tumeur398.  
 
 Ainsi, bien que de nombreux mécanismes induisant l’épuisement des LT CD8 aient été 
découverts et que certaines thérapies existent déjà pour contrer cet état, il n’a pas encore été 
possible de développer des traitements curatifs pour de nombreux types de cancers et 
d’infections chroniques. C’est pourquoi il est important d’approfondir nos connaissances sur le 
sujet.  
 
1.3 La voie de signalisation Notch  
La voie de signalisation Notch a été découverte il y a un peu plus de 100 ans alors que 
John Dexter et Thomas Hunt Morgan faisaient des études de génétique chez la mouche du fruit 
en 1914404. C’est à la suite de divers croisements qu’ils ont pu observer des mouches mutantes 
ayant des ailes dentelées (« Notched wings » en anglais), un phénotype qui donnera ce nom à la 
voie de signalisation. Ça ne sera que dans les années 80, grâce notamment aux avancées en 
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biochimie, que cette voie et ces différents composants découverts et que son fonctionnement a 
été élucidé. Nous savons aujourd’hui que cette voie de signalisation, très conservée dans 
l’évolution, contrôle de nombreux choix de polarisation et de différenciation binaire telles que 
la différenciation des neurones chez les métazoaires405, l’induction du mésoderme durant 
l’embryogenèse chez C. elegans406 et le choix de l’engagement vers les lignées lymphoïdes B 
ou T chez les mammifères407-409. Très peu de choses sont connues sur cette voie dans la réponse 
des LT matures suite à leur activation et la plupart des études faites jusqu’à maintenant étaient 
majoritairement faites in vitro. 
 
1.3.1 Biologie des récepteurs et des ligands 
La voie de signalisation Notch est composée de 4 récepteurs (Notch1 à Notch4) et de 5 
ligands (Jagged1, Jagged2, Delta1, Delta3 et Delta4) (Figure 10)410. Ces récepteurs 
transmembranaires de type I sont composés d’un domaine extracellulaire contenant 29 à 36 
répétitions de type EGF (epiderm growth factor repeat), permettant l’interaction avec le ligand 
de 3 régions riches en cystéine qui forme le domaine NRR (negative regulatory region) qui 
empêche l’activation du récepteur de façon indépendante du ligand. Le domaine intracellulaire 
ou NICD (pour Notch intracellular domain) est composé d’un domaine de liaison à RBPJ-k 
(RAM domain), de deux signaux de localisation nucléaire, d’un domaine de transactivation 
(TAD) ainsi que d’un domaine PEST (pour Pro-Glu-Ser-Thr), régulant la stabilité du NICD par 
le protéasome. Les ligands interagissent avec les récepteurs via leur domaine extracellulaire 
contenant des répétitions de type EGF. Les ligands contiennent aussi un domaine conservé entre 
eux, DSL (pour Delta, Serrate et Lag), situé du côté N-terminal de la protéine. Enfin, un domaine 
riche en cystéine est situé entre les répétitions de EGF et la membrane plasmique pour Jagged1 




Figure 10. Schéma des récepteurs et ligands de la voie de signalisation Notch chez la 
drosophile. À gauche, les récepteurs de la voie Notch et leurs domaines. À droite, les 
ligands de la voie et leurs domaines. Adapté de 410.  
 
1.3.2 Biogénèse et maturation des récepteurs Notch 
Suite à la traduction de l’ARNm codant les récepteurs, la protéine transmembranaire 
présente à la surface du réticulum endoplasmique doit subir plusieurs modifications post-
traductionnelles lors de son transport jusqu’à la membrane pour que les récepteurs soient 
fonctionnels (Figure 11). En effet, l’une des premières modifications a lieu dans l’appareil de 
Golgi où le récepteur subit un clivage protéolytique par la furin-like convertase au niveau du 
site 1 (aussi appelé S1). Les deux fragments de protéine restent associés par des liaisons non-
covalentes sous forme d’hétéromères qui pourront alors interagir avec les ligands une fois à la 
surface. Cependant, le clivage protéolytique du récepteur n’est pas la seule modification que 
doivent subir les récepteurs pour être fonctionnels. Diverses enzymes, telles que Pofut ou Rumi, 
ajoutent des groupements O-fucose aux sérines et thréonines ou encore des O-glucose 
respectivement dans le domaine de répétition de type EGF411-413. Par la suite, les modifications 
de type O-fucose peuvent servir d’ancrage pour accueillir de multiple résidus N-
Acétylglucosamine transférés par l’enzyme de la famille Fringe : Lunatic, Radical et 
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Manic414,415. Ces modifications sont importantes, car elles modifient la qualité de l’interaction 
des récepteurs avec leurs ligands. En effet, les modifications catabolisées par les enzymes 
Lunatic et Manic améliorent l’interaction des récepteurs avec les ligands de type Delta-like tout 
en diminuant la force d’interaction avec les ligands de type Jagged alors que les modifications 
catabolisées par l’enzyme Radical améliorent l’interaction avec tous les ligands416. Ainsi, la 
glycosylation des récepteurs, avant même qu’ils atteignent la surface, représenterait un moyen 
de réguler l’activité de cette voie de signalisation.      
 
1.3.3 Mécanismes généraux de la voie de signalisation Notch 
L’activation de la voie de signalisation requiert généralement l’engagement des 
récepteurs avec leurs ligands exprimés par une cellule voisine à celle qui reçoit le signal (Figure 
11). Cette interaction conduit à un clivage du récepteur Notch libérant ainsi le domaine 
intracellulaire de celui-ci (NICD pour « Notch intracellular domain »). Celui-ci migre alors 
jusqu’au noyau où il s’associe avec son partenaire RBPJk. Ce dernier est lié à l’ADN au 
promoteur des gènes cibles de la voie Notch. En absence du NICD, RBPJk est associé avec des 
corépresseurs de la transcription. Cependant, l’association de ce dernier avec le NICD exclut les 
corépresseurs et induit le recrutement de co-activateurs de la transcription permettant ainsi 
l’expression des gènes cibles de la voie. Ce mécanisme d’activation de la voie Notch consistue 
la voie canonique. Néanmoins, plusieurs autres mécanismes d’activation de la voie Notch que 
l’on regroupe sous le terme d’activation non canonique de la voie Notch étaient découverts. 
Parmi ces mécanismes, certains sont indépendants des ligands de la voie, d’autres sont 
indépendants de l’interaction du NICD avec RBPJk et même indépendants du clivage du 
récepteur. De plus, certains effets peuvent être la conséquence d’une interaction de la voie Notch 




Figure 11. La voie de signalisation Notch. Pour être fonctionnels les récepteurs Notch 
transiter par l’appareil de Golgi où subiront plusieurs étapes de maturation. Parmi celles-
ci, le récepteur Notch doit être clivé au niveau du site S1 par une furine. Celui-ci doit aussi 
subir plusieurs étapes de glycosylation effectuées par Fringe à la suite de quoi, il est 
exprimé à la surface des LT CD8. Lorsqu’il interagit avec l’un de ses ligands, il s’en suit 
un second clivage protéique du récepteur par une protéine ADAM au niveau du site S2, 
libérant la partie extracellulaire du récepteur. Cet événement permet à la g- sécretase de 
cliver une troisième fois le récepteur au niveau de la membrane, au site S3, ce qui libére 
le NICD. Celui-ci migre alors jusqu’au noyau où il s’associe avec la protéine RBPJk, aussi 
appelée CSL. La formation de ce complexe favorise le recrutement de co-activateur de la 
transcription ce qui induit la transcription de gènes cibles. Adapté de 417.  
 
1.3.3.1 La voie canonique 
1.3.3.1.1 Activation de la voie 
Lorsque le récepteur rencontre son ligand, il est communément admis qu’il s’exerce alors 
une force de traction sur le récepteur, ce qui induirait un changement de conformation dans le 
domaine NRR du récepteur, le rendant accessible au clivage par les métalloprotéases ADAM 
au site 2 (S2)418. Une fois le récepteur clivé, il s’en suit un second clivage protéolytique au 
niveau de la membrane catabolisée par la gamma-secrétase au site 3 (S3), libérant ainsi le 
 
 63 
NICD419. Certains rapportent que ce clivage pourrait se faire directement à la surface 
cellulaire420-422 tandis que d’autres études suggèrent qu’il pourrait prendre place dans 
l’environnement acide des endosomes suite à l’endocytose de celui-ci423-425. Celui-ci migre alors 
rapidement jusqu’au noyau où il peut s’associer avec la protéine RBPJ-kappa. Cette dernière 
est déjà fixée à l’ADN et agit de façon négative sur la transcription en recrutant des 
corépresseurs tels que SMRT ainsi que des HDAC1 et HDAC2 qui contribuent au maintien de 
la chromatine sous sa forme compacte empêchant ainsi la transcription426-428. Le complexe 
NICD-RBPJ-kappa exclut les corépresseurs et recrute à son tour la protéine MAML (Master 
mind-like) ainsi que des co-activateurs de la transcription tels que p300, PCAF et PBAF429, 
conduisant à l’ouverture de la chromatine et à l’expression de gènes cibles. Le complexe ternaire 
NICD-RBPJ-kappa-MAML est aussi appelé le « Notch transcription complex » (NTC). Parmi 
les gènes induits se trouvent ceux de la famille « hairy and enhancer of split-related » (HESR) 
qui encodent des répresseurs transcriptionnels et sont souvent décrits comme étant les gènes clés 
de la voie Notch ainsi que ceux de la famille Deltex. Par exemple, nous savons que la 
transcription des gènes HESR est importante dans la tumorigenèse, dans l’engagement de la 
lignée T ainsi que dans de nombreux autres choix de différenciation430-432.     
 
1.3.3.1.2 Régulation transcriptionnelle des cibles de la voie de signalisation Notch 
Les expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), à l’aide d’anticorps 
dirigés contre le NICD ou contre RBPJ-kappa, suivies de séquençage à haut débit ont permis de 
mieux comprendre comment Notch induit l’expression de gènes cibles. Les éléments de réponse 
de la voie de signalisation Notch sur l’ADN existent sous deux formes distinctes. La première 
est appelée « Notch Responsive Element » (NRE) et consiste en une séquence monomérique 
d’ADN reconnue par RBPJ-kappa, C/tGTGGGAA, présente dans les promoteurs proximaux 
des gènes cibles, la plupart du temps située proche du site d’initiation de la transcription (TSS 
pour « transcription starting site ») et associée avec des marques actives de la chromatine telles 
que l’acétylation de l’histone H3 au niveau de la lysine 27 (H3K27ac)433.  
Les seconds éléments de réponse de la voie de signalisation Notch sont appelés « sequence-
paired sites » (SPS), car ils contiennent deux séquences de liaison à l’ADN spécifique pour 
RBPJ-kappa conduisant à la formation d’un homodimère de NTC permettant ainsi de stabiliser 
le complexe sur l’ADN conduisant à une transcription très rapide des gènes ayant ces éléments 
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de réponse au sein de leur promoteur434-436. Les interactions permettant la formation de cet 
homodimère se forment au niveau des domaines ANK du NICD et, plus précisément, au niveau 
de la lysine 1945, de la glutamine 1949 et l’arginine 1984. Des études plus récentes ont démontré 
que ces deux séquences d’ADN spécifique pour la liaison de RBPJ-kappa doivent être disposées 
en tête à tête et doivent être espacées par environ 15 à 17pb l’une de l’autre pour que ce complexe 
se forme436. Contrairement au modèle qui existait depuis longtemps, il a été démontré que 90% 
de ces sites sont des sites dynamiques, se formant uniquement lorsque la voie de signalisation 
Notch est active. Cela rompt avec le précédent modèle selon lequel la protéine RBPJ-kappa est 
déjà fixée à l’ADN avant même que la voie Notch ne soit active.  
 
1.3.3.1.3 Régulation de l’activité de la voie de signalisation Notch 
Dans de nombreux cas de cancers où la voie de signalisation Notch est impliquée, 
beaucoup sont causés par une suractivation de celle-ci, c’est pourquoi l’arrêt de cette voie de 
signalisation est essentielle. En effet, dans 50% des cas de leucémie lymphoblastique aiguë, la 
cause est une mutation induisant une activation incontrôlée de cette voie437. Ainsi, le domaine 
PEST du NICD, riche en proline, acide glutamique, sérine et thréonine permet une fine 
régulation de la demi-vie de celui-ci. En effet, ce domaine est la cible de nombreuses enzymes 
qui pourront catalyser divers types de modifications post-traductionnelles telles que 
l’ubiquitinylation, ce qui conduit à la dégradation de ce dernier.  
Le NICD peut être phosphorylé par diverses enzymes telles que la glycogène synthase beta 
kinase (GSK3b) qui empêche le NICD2 (domaine intracellulaire du récepteur Notch2) d’induire 
l’expression de ces gènes cibles, mais qui, au contraire, contribue à la stabilisation du 
NICD1438,439. Le NICD2 peut aussi être inhibé par la phosphorylation dans son domaine PEST 
lorsque les cellules sont stimulées avec le « granulocyte stimulating factor » (GSF)440.  Enfin il 
est connu que la « Cyclin C/cyclin-dependant kinase » (CDK8) est capable de phosphoryler 
certains sites du NICD qui sont alors pris comme substrat par des ubiquitinases441. 
La demie vie du NICD peut aussi être régulée par l’ubiquitinylation, par des ubiquitines 
ligases E3 de son domaine PEST442. D’autres protéines telles que la F-box et WD-40 domain 
(Fbxw7) sont capables d’ubiquitinyler le NICD induisant une rapide dégradation du NICD1 par 
le protéasome sans affecter la quantité du NICD4441,443-446. Par ailleurs, une étude a montré que 
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la « serum- and glucocorticoid-inducible kinase (SGK1) peut interagir avec le complexe NICD-
Fbxw7 et accélérer encore plus la dégradation du NICD1443.  
La protéine NUMB agit aussi de façon négative sur la régulation de la voie de signalisation 
Notch par le recrutement de l’ubiquitine ligase Itch, favorisant l’endocytose du récepteur ainsi 
que sa dégradation447-449. La protéine NUMB est aussi capable de réguler négativement cette 
voie en interagissant avec Itch et Notch1 provoquant son endocytose et favorisant sa 
dégradation447,448. De la même façon, la protéine Deltex, responsable du cheminement du 
récepteur à la membrane cellulaire, est aussi responsable de sa dégradation avec l’ubiquitine 
ligase E3 Itch, en l’absence de stimulation par les ligands. 
 
1.3.3.2 La voie non-canonique 
Il n’existe pas un unique mécanisme moléculaire définissant la voie non-canonique de 
Notch. Ainsi, l’activation de la voie de signalisation Notch peut être indépendante des ligands 
classiques de type Jagged ou Delta-like et, notamment, il a été démontré que MAGP1 et MAGP2 
(«Microfibril-Associated Glycoproteins»), YB-1 (« Y-box binding protein ») et DNER 
(« Delta/Notch Like EGF Repeat Containing) peuvent aussi interagir avec les récepteurs Notch 
et induire leurs clivages, menant à la libération du NICD450-452.   
La voie de signalisation Notch peut aussi contrôler la différenciation cellulaire 
indépendamment de l’interaction entre le NICD et RBPJ-kappa. Par exemple, dans un système 
in vitro, les auteurs démontrent que l’activation de la voie de signalisation Notch empêche la 
différenciation de myoblastes et ce, même dans le cas où le domaine d’interaction de RBPJ-
kappa avec Notch est manquant453,454. Il a aussi été démontré in vivo chez la drosophile que la 
voie de signalisation Notch régule négativement la différenciation de progéniteurs de muscle à 
partir du mésoderme et ce, de façon indépendante des ligands classiques de la voie ou encore de 
RBPJ-kappa455.  
Enfin, il arrive que la voie soit activée de façon indépendante du clivage de Notch et de 
la présence du NICD. Notamment, dans le pancréas, le facteur de transcription Pt1fa se fixe 
directement à RBPJ-kappa, induisant ainsi la transcription de gènes cibles permettant la 
différenciation des cellules acineuses et des cellules nerveuses456-458. La délétion du NICD dans 
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ce modèle n’a d’ailleurs pas d’impact sur la différenciation de ces cellules alors que celle de 
RBPJ-kappa récapitule le phénotype induit lors de la perte de fonction de Pt1fa457,458.  
 
1.3.4 Diversité de réponse suite à l’activation de la voie de signalisation 
Notch 
Il est difficile de comprendre comment une seule voie de signalisation aussi simple que 
celle-ci puisse avoir autant d’effets différents sur la différenciation cellulaire. Il est facile 
d’imaginer que cette voie conduit toujours ou presque à l’induction des mêmes gènes quel que 
soit le contexte cellulaire, mais ce n’est pas le cas459. En effet, les nombreuses études 
pangénomiques faites sur différents types cellulaires (cellules souches embryonnaires de souris 
en train de se différencier en ectoderme, en mésoderme ou encore en tissu neural ; des cellules 
tumorales de colons humains ainsi que des cellules endothéliales lymphatiques humaines) dans 
lesquels le NICD a été surexprimé indiquent que les gènes cibles directs de la voie de 
signalisation Notch sont très différents avec peu de chevauchements460-470.  
Étant donné que le RBPJ-kappa est déjà fixé à l’ADN avant que la voie soit activée, il 
est évident qu’il puisse exister un effet de dose. Une forte activation de la voie de signalisation 
pourrait conduire à établir un complexe activateur de la transcription sur chaque site où est 
présent RBPJk tandis que seuls certains de ces sites pourraient être transcrits dans le cas d’une 
quantité limitante de NICD.  
La diversité transcriptionnelle que peut induire la voie de signalisation Notch pourrait 
aussi s’expliquer par des différences épigénétiques selon le type cellulaire étudié, mais aussi par 
l’interaction du NICD avec d’autres partenaires protéiques, co-activateurs ou corépresseurs de 
la transcription. Notamment, dans des lignées de cellules humaines, Wan-Ru Liao et al ont 
démontré que le NICD peut se lier au facteur de transcription YY1 et réguler l’expression de 
gènes ayant dans leurs promoteurs des éléments de réponse à CBF1, tel que C-myc notamment 
471,472.  
Il était pendant longtemps admis qu’en absence d’activation de la voie Notch, RBPJ-
kappa était fixé à l’ADN, jouant ainsi son rôle de répresseur transcriptionnel et que c’est 
l’interaction avec le NICD qui permettait l’activation de la transcription. Or, nous savons 
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désormais que ce modèle est incomplet, l’expression de RBPJ-kappa étant régulée de façon 
dynamique par différents signaux tels que, notamment, la présence d’IL-12 dans 
l’environnement des LT473. Par ailleurs, la liaison de RBPJ-kappa à l’ADN est faible tandis que 
la constante de dissociation du complexe NICD-RBPJ-kappa est la même lorsque ce dernier est 
fixé ou non à l’ADN474. Ainsi, il est envisageable qu’il existe un mécanisme par lequel les 
protéines RBPJ-kappa libres pourraient séquestrer le NICD et empêcher son action.   
Cette diversité de réponse de la voie Notch selon les types cellulaires étudiés peut 
s’expliquer par le fait que ces derniers n’expriment pas toujours les mêmes récepteurs Notch. 
Ainsi, si les différents récepteurs Notch avaient des cibles transcriptionnelles différentes, alors 
cela pourrait expliquer cette diversité. Or, il existe des évidences soutenant cette hypothèse. La 
surexpression de Notch3 dans le développement du pancréas empêche la prolifération des 
cellules épithéliales pancréatiques ainsi que la différenciation des cellules exocrines sans 
affecter la différenciation des cellules endocrines475. Au contraire, la surexpression de Notch1 
inhibe la différenciation des cellules endocrines pancréatiques476. Les effets entre Notch1 et 
Notch2 peuvent être opposés. À titre d’exemple, la surexpression de Notch2 favorise 
l’apparition du cancer embryonnaire du cerveau tandis que Notch1 l’empêche477. Les 
mécanismes expliquant les différences existantes entre les différents récepteurs ne sont pas bien 
compris encore aujourd’hui, mais pourraient impliquer les différentes configurations des sites 
de liaisons à l’ADN aux promoteurs des gènes cibles. Plus précisément, la transcription des 
gènes cibles par Notch1 est meilleure s’il existe dans leurs promoteurs deux sites de liaison 
pariés à l’ADN permettant ainsi la formation d’un homodimère NICD1-RBPJ-kappa. Notch3 
en revanche se fixe mieux aux sites de liaisons qui sont proches de ceux de facteurs de 
transcription à doigt de zinc478.    
Enfin, la voie de signalisation Notch est connue pour induire l’expression de nombreux 
gènes codant pour des facteurs de transcription tels que ceux de la famille HESR par exemple, 
mais aussi bien d’autres. Ainsi, suite à l’activation de la voie de signalisation, une première 
« vague de gènes » sont induits directement par le complexe ternaire NICD-RBPJ-kappa-
MAML et, parmi ceux-ci, des facteurs de transcription qui sont alors à leur tour responsables de 
la transcription d’une deuxième « vague de gènes » et ainsi de suite. Il est alors possible que, 
selon le type cellulaire, les facteurs de transcription induits lors de la première « vague de 
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gènes » ne soient pas les mêmes, entraînant ainsi des réponses pouvant être très variées 
dépendamment du contexte cellulaire dans lequel la voie est activée.   
 
1.3.5 Notch dans le système imunitaire  
1.3.5.1 Notch dans l’engagement de la lignée T 
Lorsque les progéniteurs provenant de la moelle osseuse entrent dans le thymus, ces 
derniers peuvent se différencier en LB, LT, cellules NK, CD ou encore en macrophages. Or, ce 
choix de différenciation est en partie contrôlé par la voie de signalisation Notch417. En effet, la 
délétion de Notch1, de RBPJk ou encore la surexpression de la forme dominante négative de 
MAML1 bloque l’engagement des thymocytes en LT, ce qui corrèle avec une accumulation de 
LB dans le thymus407,409,479. À l’inverse, la surexpression du domaine intracellulaire de Notch1 
dans les progéniteurs de moelle osseuse conduit à une forte génération de LT au sein de la moelle 
osseuse au détriment de la génération des LB480. Il a été découvert plus tard que le ligand de la 
voie Notch DLL4, exprimé par les cellules endothéliales du thymus (TEC), est responsable de 
l’activation de la voie en interagissant avec le récepteur Notch1 exprimé à la surface des 
thymocytes immatures481,482. La figure 12A illustre les ligands et récepteurs de la voie Notch 
dans le dévellopement des thymocytes.  
1.3.5.2 Notch dans le développement des LT ab  
Lorsque les thymocytes sont engagés dans la lignée T, ils doivent effectuer le choix de 
différenciation pour devenir des LT ab ou gd. La génération des LT gd est indépendante de la 
voie de signalisation Notch, mais dépend plutôt de l’expression de la protéine Id3483. En 
revanche, les LT ab ont besoin d’activer la voie Notch pour leur développement jusqu’au stade 
DN3 où les cellules subissent le point de contrôle de la b-sélection484. À ce stade, les précurseurs 
de LT ab expriment la forme réarrangée de la chaîne b du RCT en association avec les 
molécules de CD3 et la chaîne invariante pTa485. Or, pour survivre, ces cellules doivent recevoir 
un signal via le pré-RCT, mais aussi le signal Notch pour survivre et pour continuer leur 
développement. Il a été démontré que le facteur de E2A est important pour induire l’expression 
de Notch1 aux stades précoces du développement des thymocytes. De plus, il existe une boucle 
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d’amplification positive permettant l’expression de Notch1 directement par Notch1 et de 
Notch3486,487. Or, Notch1 et Notch3 sont capables d’induire directement l’expression de la 
chaîne invariante pTa432,487. Cependant, il a été démontré que la protéine IKAROS peut entrer 
en compétition avec RBPJk au promoteur pTa pour en réprimer l’expression. Toutefois, Notch3 
est aussi capable d’induire l’expression de la protéine HuD, une protéine qui se fixe sur les ARN 
et qui induit un épissage alternatif de IKAROS. L’isoforme d’IKAROS généré par cet épissage 
alternatif bloque la forme active d’IKAROS en l’empêchant de se fixer à l’ADN, ce qui 
contribue indirectement à l’induction de l’expression de la chaîne invariante pTa488. Enfin, la 
voie Notch contribue au développement des précurseurs de LT ab en régulant la survie de ces 
derniers, notamment en activant le métabolisme du glucose via l’activation de la voie Akt489. 
1.3.5.3 Notch dans la différenciation des lymphocytes B de la zone marginale  
Les lymphocytes B de la zone marginale (MZB) dérivent de LB immatures présents dans 
la rate. Leurs différenciations requièrent la présence du ligand DLL1, probablement exprimé à 
la surface des cellules endothéliales de la pulpe rouge et de la zone marginale, ainsi que celle du 
récepteur Notch2 à la surface des MZB490,491. De plus, la délétion génétique conditionnelle de 
RBPJk ou de MAML1 empêche la génération de MZB, confirmant l’importance du rôle de la 
voie canonique de Notch dans ce choix de différenciation492-494. En outre, la délétion de MINT, 
un régulateur négatif de la voie de Notch, augmente significativement la génération de MZB495. 
La protéine MINT est un corépresseur de la transcription et il compétitionne avec le NICD pour 
interagir avec RBPJk496. Tous ces éléments révèlent un rôle essentiel de la voie Notch dans la 
génération des MZB. La figure 12A illustre les ligands et récepteurs de la voie de la voie Notch 
impliqués dans le processus de différenciation des lymphocytes B de la zone marginale. 
1.3.5.4 Notch dans la leucémie lymphoblastique 
Dans une étude faite sur 96 patients pédiatriques ayant développé une leucémie 
lymphoblastique aiguë (LLA), il a été découvert que 55% d’entre eux présentent une mutation 
génétique dans le gène de Notch1437. Certaines de ces mutations conduisent à l’activation de la 
voie Notch de façon indépendante des ligands tandis que d’autres stabilisent le NICD497,498. De 
plus, l’expression ectopique du NICD dans les progéniteurs de moelle osseuse induit rapidement 
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une LLA499. Ces éléments révèlent un rôle important de la voie Notch dans l’induction de la 
LLA. Les mécanismes permettant de comprendre comment la forte activation de la voie Notch 
conduit à l’induction de cette maladie sont exposés ci-dessous.  
Premièrement, la voie Notch contrôle directement l’expression de la protéine c-Myc et 
il a été démontré que ce facteur de transcription régule, avec le NICD, un certain nombre de 
gènes impliqués dans la régulation de la croissance et la prolifération cellulaire ainsi que le 
métabolisme462,500,501. Ce mécanisme est important dans l’établissement de la maladie puisque 
l’inhibition de c-Myc en combinaison avec de la chimiothérapie semble être une stratégie 
thérapeutique intéressante502. 
Deuxièmement, la signalisation aberrante de la voie Notch dans la LLA est liée à la 
régulation des protéines du cycle cellulaire. Notamment, l’activation de la voie de signalisation 
Notch conduit à l’expression de la protéine Skp2, une E3 ubiquitine ligase responsable de la 
dégradation de la protéine p27kip1, une kinase qui inhibe le cycle cellulaire503. Ainsi, la 
dégradation de p27kip1 induite indirectement par la voie Notch favorise la croissance tumorale504. 
De plus, des évidences suggèrent que la voie Notch contrôle aussi l’expression de la cycline D3, 
dont on connaît l’importance dans l’induction de la LLA505. Il a en effet été démontré que la 
délétion de la cycline D3 diminue grandement la susceptibilité à la LLA induite par l’activation 
de la voie NOTCH. La voie de signalisation Notch contrôle aussi négativement l’activité du 
complexe ARF-mdm2-p53, ce qui diminue l’activité de p53506. Ce mécanisme est important 
dans la LLA puisque l’inhibition de la voie Notch corrèle avec une plus forte expression de p53, 
mais aussi avec une régression de la tumeur par l’induction de l’apoptose.  
Troisièmement, la voie de signalisation régule positivement la voie métabolique PI3K-
Akt-mTOR, une voie importante pour soutenir la prolifération cellulaire dans la LLA507. En 
effet, l’inhibition de la voie Notch par un inhibiteur chimique de la g-sécrétase conduit à une 
plus faible activation de la voie PI3K-Akt-mTOR tandis que la surexpression du NICD favorise 
l’activation de cette voie dans des lignées cellulaires de LLA499. De plus, la surexpression du 
dominant négatif de la protéine MAML1 récapitule les résultats obtenus avec les inhibiteurs de 
la g-sécrétase, suggérant que la voie Notch régule positivement l’activation de la voie PI3K-
Akt-mTOR via l’induction de l’expression de gènes cibles. Étant donné que l’expression 
ectopique de la protéine c-Myc dans des cellules traitées avec un inhibiteur de g-sécrétase permet 
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de restaurer l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR, il est probable que la voie Notch régule 
cette dernière via l’induction de c-Myc499. Cependant, il existe une autre possibilité. En effet, la 
voie de signalisation Notch contrôle l’expression de Hes-1, un répresseur transcriptionnel 
capable d’inhiber l’expression de la protéine PTEN. Or, cette dernière est connue pour réguler 
négativement la voie PI3K-Akt-mTOR. Ainsi, il est possible que la voie Notch régule 
positivement la voie PI3K-Akt-mTOR en induisant l’expression de c-Myc, mais aussi en 
induisant l’expression du répresseur transcriptionnel PTEN508.    
Quatrièment, la voie de signalisation Notch affecte l’activité de différents facteurs de 
transcription. En effet, la voie Notch contrôle notamment l’activité de NFkB en le séquestrant 
au noyau, ce qui régule positivement son activité et induit, entre autres, l’expression de la 
molécule anti-apoptotique Bcl-2A1509,510. Par ailleurs, l’inhibition de la voie NFkB diminue la 
croissance tumorale suggérant que la voie NFkB est impliquée dans la tumorogénèse. La voie 
de signalisation Notch contrôle aussi positivement l’activité de NFAT. En effet, Notch contrôle 
l’activité de la calcineurine, une phosphatase qui induit la migration de NFAT au noyau où il 
pourra activer la transcription de gènes cibles. Or, l’inhibition de la calcineurine conduit à la 
diminution de la croissance tumorale associée avec une espérance de vie augmentée chez la 
souris511.      
 
1.3.6 Notch dans les lymphocytes T CD4 
Les récepteurs Notch1 et Notch2 sont exprimés par les LT CD4 naïfs et leur expression 
ainsi que celles de Notch3 et Notch4 sont rapidement induites suite à leur activation rendant 
ainsi possible un rôle de cette voie dans la réponse des LT CD4512,513. Une première étude in 
vitro, utilisant un inhibiteur de la gamma-sécrétase, démontre un rôle positif de cette voie dans 
la prolifération des LT CD4512,514. Dans la première étude, les auteurs identifient la chaîne de 
haute affinité du récepteur à l’IL-2, CD25, comme une cible de Notch et postulent que la voie 
Notch sensibilise les LT CD4 au rôle paracrine de cette cytokine512. La seconde étude suggère 
que cette voie de signalisation est importante pour activer la voie mTOR/akt et ainsi favoriser 
la croissance cellulaire514. D’autres études ont par la suite identifié un rôle de cette voie dans le 
contrôle de la différenciation des LT CD4. Cependant, la diversité des méthodes utilisées pour 
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activer les LT CD4 associés à la diversité des méthodes utilisées pour manipuler la voie ont 
conduit à diverses conclusions, parfois contradictoires, sur le rôle de la voie lors de la 
différenciation des LT CD4. L’utilisation d’inhibiteur de gamma-sécrétase ainsi que la 
surexpression soit des ligands de la voie Notch, soit des différents NICD ont conduit, dans un 
premier temps, à conclure que l’interaction entre DLL1 et Notch3 est essentielle à la 
différenciation des LT CD4 en LT de type Th1, sans affecter la génération de Th2, en régulant 
positivement l’expression du facteur de transcription T-bet515,516. Ceci corrèle avec une autre 
étude dans laquelle l’expression de Notch1 est génétiquement supprimée et qui rapporte que 
Notch1 n’est pas requis pour la différenciation des LT CD4517. Ce résultat pourrait s’expliquer 
par un rôle redondant des différents récepteurs Notch. À l’inverse, d’autres études montrent, 
grâce à un modèle génétique d’inhibition de tous les récepteurs Notch ainsi qu’un modèle de 
surexpression du NICD1, que cette voie contrôle la différenciation des LT CD4 en LT de type 
Th2 sans affecter la génération de Th1 in vitro et in vivo518,519. Les auteurs démontrent que Notch 
contrôle directement et indirectement la production de l’IL-4, une cytokine essentielle à la 
différenciation en Th2. Ainsi, Notch est capable de se lier directement à l’enhancer de CNS-22 
du gène de l’IL-4 tandis que GATA3, qui est induit par la voie Notch, est lui aussi capable de 
se fixer dans le promoteur proximal de ce gène. La co-expression du NICD et de GATA3 permet 
une forte induction de l’expression de l’IL-4 tandis que l’expression du NICD seul ne permet 
pas l’expression de la cytokine518,520. Par ailleurs, d’autres travaux suggèrent que ce serait le 
type de ligands de la voie Notch qui contrôlerait l’activation des LT CD4 et permettrait le choix 
de différenciation Th1/Th2513,516,521. Dans l’article de Rutz, les auteurs démontrent que le ligand 
DLL4 favorise l’activation des LT CD4 tandis que DLL1 et jagged1 ne permettent pas 
l’expression optimale des marqueurs d’activation précoces CD69 et CD25 et que ce phénomène 
est indépendant de la gamma-sécrétase. Par ailleurs, l’utilisation de différents ligands solubles 
ainsi que la surexpression de différents ligands de la voie Notch ont permis de conclure que la 
famille jagged favorise une différenciation des LT CD4 naïfs en LT CD4 de type Th2 tandis 
que la famille Delta-like favoriserait une différenciation de type Th1513,516. Cependant, il est 
difficile de comprendre comment différents ligands pourraient induire différentes réponses. 
Ainsi, plus récemment, une étude plus rigoureuse vient mettre à mal ce principe selon lequel le 
type de ligands contrôlerait le choix de différenciation des LT CD4522. Dans cette étude, des LT 
CD4 naïfs sont activés avec des CPA n’exprimant pas de façon naturelle les ligands de Notch 
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ayant été transduites ou non avec différents ligands de la voie dans un milieu neutre ou polarisant 
Th1 ou Th2 durant 7 jours à la suite de quoi, ces cellules ont été restimulées avec de la 
PMA/iono. Les LT CD4 se sont différenciés selon le milieu polarisant dans lesquelles ils sont  
stimulés, et ce indépendamment du type de ligands exprimé, contredisant ainsi les précédentes 
études. En revanche, la présence des ligands de la voie Notch permet une augmentation de la 
production des cytokines. C’est pourquoi les auteurs suggèrent que ce serait les cytokines dans 
le milieu qui orienteraient le choix des cibles transcriptionnelles de la voie Notch. C’est enfin 
en 2013 que le mécanisme par lequel Notch contrôle ce choix de différenciation a été compris 
alors qu’il a été depuis découvert que Notch est aussi important pour la différenciation des LT 
CD4 de type Th17 par le contrôle notamment de l’expression Rorc et de l’IL-17523-525. Dans cet 
article, Bailis et al. démontrent que la voie Notch ne contrôle pas le choix de différenciation 
Th1, Th2 ou encore Th17, mais démontre plutôt que le signal Notch régule positivement et 
simultanément les différents programmes transcriptionnels spécifiques de chacun des sous-
types cellulaires. En effet, dans des cellules en cours de différenciation vers le sous-type TH17, 
le NICD se lie non seulement aux promoteurs de gènes régulant ce choix de différenciation, 
mais aussi aux promoteurs des gènes régulant les autres choix de différenciation tels que celui 
de L’IL-4, de T-bet et de GATA3. Enfin, les auteurs montrent que cette voie orchestre 
simultanément la différenciation des LT CD4 en les rendant sensibles aux cytokines de 
l’environnement, et ce grâce à la dilution en série des cytokines présentes dans le milieu en 
présence ou en absence de signal Notch. La figure 12B illustre le rôle de la voie de signalisation 
Notch dans la différenciation des LT CD4.  
 
1.3.7 La voie Notch et les lymphocytes T CD8 
Les LT CD8 naïfs expriment de très faibles niveaux du récepteur Notch1, des niveaux 
intermédiaires de Notch2 tandis qu’ils n’expriment pas Notch3 ou Notch4 au niveau protéique 
et transcriptionnel526-530. En revanche, l’activation in vitro des LT CD8 par l’utilisation 
d’anticorps ciblant soit le RCT, soit CD3 associé ou non avec des anticorps ciblant CD28 
conduit à une forte induction de l’expression de Notch1 et Notch2, mais pas de Notch3 et Notch4 
qui eux, restent indétectables526-528. L’expression de ces récepteurs à la surface des LT CD8 en 
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cours d’activation connaît un pic d’expression entre 12 et 24h post-stimulation, mais se 
maintient jusqu’à 96h526-528. En plus d’être exprimés, ces deux récepteurs sont activés puisque 
le NICD est détecté dans le noyau des LT CD8509,527. Cette activation est dépendante de l’action 
de la gamma-sécrétase puisque le traitement avec un inhibiteur de celle-ci ne permet plus la 
détection de la forme clivée des récepteurs509,527,531. La forme clivée des récepteurs Notch1/2 
dans les LT CD8 en cours d’activation est fonctionnelle puisqu’elle permet l’induction de 
l’expression du gène cible de la voie Notch, Hes-1272,527.   
Peu d’informations existent quant à la source des ligands permettant l’activation de la 
voie de signalisation Notch dans les LT CD8. Une première étude analyse l’expression des 
ligands de la voie sur des « monocytes derived dendritic cells » (MoDC) humain528. À l’état 
basal, les MoDC n’expriment que Jagged1 à de faibles niveaux. En revanche, suite à leur 
activation par exposition à une faible dose de lipopolysaccharide (LPS), ceux-ci commencent à 
exprimer à de fort niveau DLL4 et Jag1 tandis que DLL1 n’est que faiblement exprimé. Aucune 
expression de DLL3 et Jag2 n’est détectée. Dans une seconde étude, l’utilisation d’anticorps 
bloquants ciblant chacun des ligands de la voie utilisée seule ou en combinaison ont permis de 
déterminer que DLL4 et DLL1 sont les ligands responsables d’activer la voie Notch dans les LT 
CD4 activés suite à une transplantation de moelle allotypique avec un effet dominant de DLL4 
(réaction du greffon contre l’hôte, GVHD)532. Dans cette étude, le blocage de DLL4 et DLL1 
permet de diminuer l’expression de cytokines par les CD4 et CD8 telles que l’IFN-gamma et 
l’IL-2 par les LT CD4 responsables de la GVHD tout en préservant l’activité cytolytique 
antitumorale. Plus récemment, le même groupe a identifié les cellules stromales fibroblastiques 
comme source des ligands DLL1/4 responsables d’activer la voie de signalisation Notch dans 
les LT CD4 et CD8 lors d’une GVHD533. En effet, l’utilisation de souris hôtes dont l’expression 
de DLL1/4 a été éliminée uniquement dans ce type cellulaire récapitule les phénotypes observés 
en absence de la voie de signalisation Notch dans les LT CD4 et CD8533. Ainsi, il serait 
intéressant de savoir si ce sont les mêmes ligands exprimés par le même type cellulaire qui 
contrôleraient l’activation de la voie de signalisation dans les LT CD8 à la suite d’une infection.  
 
1.3.7.1 Notch dans la réponse lymphocytaire CD8 
1.3.7.1.1 Le rôle de la voie Notch dans la réponse lymphocytaire in vitro 
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Les premières études ont révélé un rôle essentiel de la voie de signalisation Notch dans 
l’activation des lymphocytes CD8. En effet, l’inhibition de la voie Notch en utilisant un 
inhibiteur de g-sécrétase durant l’activation in vitro de lymphocyte T CD8 avec l’anticorps anti-
CD3 provoque une diminution importante de la prolifération chez la souris et l’humain527,528,531. 
Par ailleurs, l’ajout d’IL-2 ne permet pas de restaurer la prolifération suggérant que la voie Notch 
n’agit pas en contrôlant l’expression de cette cytokine. De plus, les LT CD8 traités avec 
l’inhibiteur expriment de plus faibles niveaux des marqueurs d’activation CD69 et CD25 96h 
post-stimulation527. Ceci est associé à une réduction de la production et de la sécrétion des 
cytokines telles que l’IFN-g et de l’IL-2 ainsi qu’une plus faible production des molécules 
effectrices granzyme B et perforine A527,531. Par ailleurs, l’activation de LT CD8 provenant de 
souris dont les cellules expriment de plus faibles niveaux d’expression du récepteur Notch1 
(souris Notch1AS portant un transgène anti-sens pour Notch1 sous le contrôle du promoteur du 
virus de la tumeur mammaire murin) ne conduit pas à une diminution de la prolifération de 
ceux-ci, mais affecte négativement la production de cytokines et des molécules effectrices, 
suggérant que le récepteur Notch1 exerce un effet dominant sur la production de cytokine tandis 
qu’il existerait un rôle redondant des récepteurs Notch1/2 dans l’induction de la prolifération 
cellulaire. Ces résultats suggèrent un rôle essentiel de la voie de signalisation Notch dans le 
renforcement de l’activation des LT CD8.  
 
1.3.7.1.2 Le rôle de la voie Notch dans la réponse lymphocytaire in vitro 
Le rôle de la voie de signalisation Notch dans la réponse des lymphocytes T CD8 in vivo 
n’avait été évalué jusqu’alors que dans quatre études. La première s’appuie sur l’utilisation de 
souris dont seuls les LT CD8 matures sont déficients ou non pour le récepteur Notch2526. Ces 
souris ont alors été infectées avec le parasite Trypanosoma cruzi (T. Cruzi). L’absence 
d’expression de Notch2 dans les LT CD8 corrèle avec une mort prématurée des souris par 
rapport à des souris dont les LT CD8 étaient sauvages. De plus, ces dernières meurent avec la 
même cinétique que des souris dépourvues de LT CD8, suggérant ainsi un rôle essentiel de la 
voie Notch dans l’acquisition des fonctions effectrices des LT CD8 in vivo.  
La seconde étude repose sur le même modèle murin dans lequel Notch2 est déficient 
dans les LT CD8 lors d’une réponse antitumorale534. Ainsi, l’injection de cellules de lymphome 
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murin (EL4) modifiées pour exprimer l’antigène OVA (EG7) conduit à une croissance tumorale 
plus importante dans le cas de souris dont les LT CD8 n’expriment pas Notch2. Au contraire, 
l’injection d’anticorps anti-Notch2 activateur de la voie Notch dans des souris sauvages réduit 
considérablement la croissance tumorale par rapport à des souris non-traitées, augmentant ainsi 
leur espérance de vie, allant même jusqu’à l’élimination complète de la tumeur. Enfin, la 
surexpression du ligand DLL1 dans des BMDC ayant été cultivées plusieurs jours en présence 
de cellules EG7 irradiées permet de supprimer la croissance tumorale suite à leurs injections 
dans une souris ayant reçu une infusion des cellules tumorales534.  
Les deux dernières études in vivo ont été faites par le même groupe et consistent en 
l’étude de la voie Notch dans la réponse lymphocytaire CD4 et CD8 lors d’une réponse de la 
maladie du greffon contre l’hôte (GVHD). Des LT CD4 ou CD8 provenant de souris C57BL/6 
sauvages ou surexprimant l’inhibiteur DNMAML ont été transférés dans des souris BALB/c ou 
BALB/b, induisant ainsi une forte réaction de GVHD dans la souris hôte535,536. Suite au transfert 
de LT sauvages, les souris meurent rapidement des conséquences de la GVHD induite alors 
qu’au contraire, en l’absence de la voie de signalisation canonique de Notch, non seulement les 
souris survivent, mais elles sont capables d’éliminer le lymphome induit par l’injection de 
cellules A20. Ainsi, le blocage de la voie Notch constituerait un traitement efficace lors de la 
greffe de moelle osseuse dans le cadre d’une leucémie. Dans ce contexte, la fréquence de LT 
exprimant de l’IFN-g diminue malgré une expression similaire des facteurs de transcription 
EOMES et T-bet. En revanche, les voies de signalisation RAS/MAPK et NFkB sont moins 
activées en l’absence de Notch et ceci corrèle avec une augmentation de l’expression de 
régulateurs négatifs de l’activation des LT tels que Dgka et Dgkz ; Egr3, Rnf128, Grail, etc.536.   
Plusieurs éléments de réponse ont été apportés quant aux mécanismes par lesquelles la 
voie Notch agirait dans les LT CD8. Notamment, l’une des voies essentielles à la transduction 
du signal RCT conduit à l’activation du facteur de transcription NFkB537 duquel il est connu 
qu’il puisse interagir avec la voie de signalisation Notch pour réguler positivement538,539 ou 
négativement540,541 son action dans différents types cellulaires. Ainsi, dans les LT CD8 
provenant de souris Notch1AS, l’activité de NFkB est diminuée par rapport aux LT CD8 
sauvages suite à leur activation527. En accord avec ce résultat, le groupe du Dr Osborne rapporte 
quelques années plus tard que la voie de signalisation Notch améliore l’activité NFkB dans les 
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LT CD4 et CD8509. Plus précisément, il est démontré que la voie Notch n’affecte pas l’activité 
initiale de la voie NFkB, mais permet plutôt de soutenir son activation dans le temps. Ce 
mécanisme est rendu possible par la séquestration de p50 et C-rel par le NICD au noyau des LT 
favorisant ainsi une activation plus longue de cette voie dans le temps. 
 
1.3.7.1.3 La voie de signalisation Notch contrôle l’acquisition des fonctions effectrices des LT 
CD8 
D’autres études ont rapporté que la voie Notch pouvait contrôler l’état d’activation des 
LT CD8 via le contrôle transcriptionnel de gènes cibles importants. Parmi ceux-ci, le NICD peut 
se fixer au promoteur des molécules GrzmB et perforine afin de réguler leur expression en 
collaborant, par interaction directe, avec le facteur de transcription CREB1 sous sa forme 
phosphorylée526,531. Le NICD peut aussi se fixer directement au promoteur de l’IFN-g pour y 
contrôler son expression en collaborant avec les facteurs de transcription EOMES et 
NFkB509,515,526,527. Il a par ailleurs été démontré qu’en absence d’EOMES, la présence du NICD2 
au promoteur n’était pas suffisante pour induire l’expression de l’IFN-g526. Or, le NICD permet 
aussi le contrôle transcriptionnel direct de EOMES en collaborant positivement avec le facteur 
de transcription NFkB à son promoteur531. Enfin, il a été montré par notre équipe que la voie de 
signalisation contrôle directement l’expression de PD-1 par liaison du NICD à RBPJ-kappa dans 
le promoteur proximal ainsi que dans l’intron1542. 
Chez l’humain, la voie de signalisation Notch contrôle aussi la fonctionnalité des LT 
CD8 puisque 1) les récepteurs Notch1 et Notch2 sont induits suite à leur activation 2) ces 
récepteurs sont activés, car il s’en suit une induction importante de la présence de la forme clivée 
de ces récepteurs conduisant à l’expression des gènes cibles classiques de la voie Notch 3) le 
traitement de ces cellules par un inhibiteur de la gamma-sécrétase lors de leur activation conduit 
à un pourcentage plus faible de cellules exprimant de l’IFN-g et que parmi celles qui en 
expriment encore, elles en produisent en plus faible quantité528. La figure 12C représentent les 
génes directement régulés par la voie de signalisation Notch dans les LT CD8 activés ainsi que 
les partenaires transcritpionnels avec qui elle s’asscocient pour permettre leur expression. La 
figure 12D représente les différents processus régulés par la voie de signalisation Notch lors de 
la réponse des LT CD8.  
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 Ainsi, peu de choses sont connues sur le rôle de la voie de signalisation Notch dans la 
réponse des LT CD8. De plus, la majorité de ces études ont été faites en inhibant la voie de 
signalisation en utilisant des inhibiteurs chimiques de la g-sécrétase. Or, cette enzyme agit dans 
d’autres processus moléculaires que ceux impliqués dans l’activation de la voie Notch, ce qui 
pourrait induire des effets indépendants de Notch. De plus, la majorité des autres études utilisent 
des modèles dans lesquels seul un des deux récepteurs Notch1 ou Notch2 sont déficients dans 
les LT CD8, ce qui n’est pas optimal pour l’étude du rôle de la voie de signalisation Notch 
puisque ces deux récepteurs sont exprimés dans les LT CD8. Cependant, nous savons que cette 
voie est activée dans les LT CD8 suite à leur stimulation antigénique526,527,543. Certaines études 
rapportent que l’absence de Notch corrèle avec un défaut d’activation in vitro527. Il a aussi été 
montré un rôle de la voie Notch dans l’acquisition de la fonctionnalité des LT CD8 et notamment 
dans la production de cytokines telles que l’IFN-g et l’IL-2 mais aussi des molécules effectrices 
GrzmB et de la perf526,527,543. De plus, cette voie de signalisation semble essentielle pour le 
contrôle du pathogène T. Cruzi et importante pour l’activité antitumorale des LT CD8 in 
vivo526,534. En outre, cette voie semble être une cible moléculaire de choix dans la maladie du 
greffon contre l’hôte puisque son inhibition dans les LT empêche l’apparition de la maladie tout 
en gardant une activité dirigée contre la leucémie. Enfin, le rôle de la voie de signalisation Notch 
dans la différenciation des LTe ainsi que dans la génération de LTm n’a jamais été évalué.  
 
 

























































Figure 12. Shéma représentant l’implication de la voie de signalisation Notch dans les 
étapes de maturations et de dévellopement des cellules du système immunitaire (A). 
Inspiré de544. Représentation des gènes supportant la différenciation des LT CD4 et 
régulés par la voie de signalisation Notch513,515,518,545 (B). Gènes régulés par la voie de 
signalisation Notch dans les LT CD8 activés526,527,531 (C). Les partenaires collaborant avec 
le NICD pour l’expression de gènes sont aussi représentés aux promoteurs des gènes 
cibles (D). Processus cellulaires régulés par la voie de signalisation Notch dans les LT 
CD8 activés526,527,531,546,547.  
 
Tableau I.Représentation des gènes cibles de la voie de signalisation Notch et de leurs rôles dans le 
devellopement et la maturation des des LT et durant l’activation des LT CD4 et CD8 
matures431,515,518,526,527,531,545,546,548-552. Les ligands et les récepteurs de la voie de 
signalisation Notch impliqués dans l’expression de ces gènes cibles sont indiqués 



























Les mécanismes moléculaires permettant les choix de différenciation des LT CD8 suite 
à leur activation restent méconnus. Or, la manipulation de ces choix de différenciation 
permettrait d’améliorer les stratégies de vaccination actuelles en favorisant la génération de 
LTm hautement fonctionnels et à longue durée de vie ou encore pour prévenir l’épuisement des 
LT CD8 suite à une infection chronique ou dans le cas de cancer. Chez les mammifères, la voie 
de signalisation Notch régule les processus de prolifération et de survie cellulaire en plus de 
contrôler les choix de différenciation cellulaire au cours du développement embryonnaire. De 
plus, dans le système immunitaire, cette voie contrôle le choix de différenciation de précurseurs 
en LB ou LT417. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés au rôle de la voie de signalisation 
Notch dans ces événements de différenciation chez les LT CD8 périphériques. Les ligands de la 
voie de signalisation sont induits à la surface de différents types cellulaires et notamment à la 
surface des CPA lorsque celles-ci reçoivent des signaux de dangers528,530,544. De plus, la faible 
expression des récepteurs Notch1 et Notch2 à la surface des LT CD8 est rapidement et fortement 
augmentée suite à une stimulation antigénique des LT CD8509,526-529,531. Ces éléments suggèrent 
que cette voie de signalisation est activée dans les LT CD8 de façon transitoire lors d’une 
infection aiguë tandis qu’elle serait activée de façon continue dans le cas d’une infection 
chronique ou lors du développement d’une masse tumorale puisque dans ces derniers cas, 
l’inflammation et la présence de l’antigène est persistante. De plus, cette voie de signalisation 
est essentielle à la différenciation des LT CD4513,515,516,518,519,521,522,545,553. En effet, la voie Notch 
contrôle simultanément les différents programmes transcriptionnels spécifiques à plusieurs 
sous-populations de LT CD4518,545,554,555. Notamment, Notch contrôle directement l’expression 
du facteur de transcription T-bet et contribue à une expression optimale de l’IFN-g favorisant 
ainsi la différenciation des LTn CD4 en LT CD4 Th1, mais il induit aussi directement 
l’expression de GATA3 et contribue à induire l’expression de l’IL-4, ce qui permet la génération 
de LT CD4 Th2518,545. Le rôle de cette voie est moins connu dans la réponse des LT CD8. 
Cependant, nous savons que cette voie de signalisation contrôle directement l’expression de 
l’IFN-g dans les LT CD8 et ce, chez l’homme comme chez la souris526-528,531,534,536,545,556. En 
plus de l’IFN-g, Notch contrôle aussi l’expression des molécules effectrices perforine et GrzmB 
chez la souris. De plus, l’absence de Notch2 ne permet la génération de LTe CD8 fonctionnels 
in vitro ou capables de contrôler la croissance tumorale in vivo526,528,531,534. Enfin, cette voie 
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contrôle l’expression du facteur de transcription EOMES, dont on sait que son expression est 
essentielle à la survie des LTm suite à une infection aiguë tandis qu’il favorise la différenciation 
terminale des LT épuisés suite à une infection chronique531. En revanche, son rôle dans 
l’expression de T-bet n’a pas encore été évalué. Or, ce FT est essentiel à la génération des LT 
CD8 différenciés de façon terminale (SLEC) suite à une infection aiguë alors qu’il permet de 
maintenir la fonctionnalité des LT épuisés lors d’une infection chronique. Enfin, l’absence de 
cette voie de signalisation dans les LT protègent les souris d’une réaction du greffon contre 
l’hôte sans pour autant altérer la fonction cytolytique de ces cellules envers des cellules 
cancéreuses536,556,557. Les LT CD8 déficients pour Notch ont un défaut de prolifération et 
produisent moins d’IFN-g, mais en revanche, ils expriment de plus forts niveaux d’expression 
d’EOMES tandis que les niveaux d’expression de T-bet sont inchangés lors d’une réaction du 
greffon contre l’hôte536,556,557. Le rôle de cette voie de signalisation dans la génération de LTm 
n’a jamais été évalué.  
Ainsi, de nombreux éléments suggèrent un rôle important de cette voie de signalisation 
dans la réponse lymphocytaire CD8. Étant donné que cette voie permet la génération de LT CD4 
et CD8 fonctionnels et qu’elle est impliquée dans le contrôle des choix de différenciation binaire 
ainsi que dans la différenciation des LT CD4, nous avons émis l’hypothèse qu’elle est essentielle 
pour le choix de différenciation SLEC/MPEC des LTe CD8 suite à une infection aiguë tandis 
qu’elle influencerait la différenciation des LT épuisés suite à une infection chronique, 
notamment en contrôlant l’expression des FT T-bet et EOMES.  
Les objectifs de ma thèse consistaient à :  
1) Évaluer le rôle de la voie de signalisation Notch dans la différenciation SLEC/MPEC 
des LT CD8 et dans la génération de LTm à la suite d’une infection aiguë par Lm-OVA 
ou suite à une vaccination à l’aide de cellules dendritiques chargées à l’OVA (DC-OVA).  
2) Étudier le rôle de la voie de signalisation Notch dans la différenciation des LT CD8 
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Following an infection, naive CD8+ T cells expand and differentiate into two main populations 
of effectors: short-lived effector cells (SLECs) and memory precursor effector cells (MPECs). 
There is limited understanding of the molecular mechanism and cellular processes governing 
this cell fate. Notch is a key regulator of cell fate decision relevant in many immunological 
pathways. In this study, we add to the role of Notch in cell fate decision and demonstrate that 
the Notch signaling pathway controls the MPEC/SLEC differentiation choice following both 
Listeria infection and dendritic cell immunization of mice. Although fewer SLECs were 
generated, Notch deficiency did not alter the rate of memory CD8+ T cell generation. Moreover, 
we reveal that the Notch signaling pathway plays a context-dependent role for optimal cytokine 
production by effector CD8+ T cells. Together, our results unravel critical functions for the 
Notch signaling pathway during effector CD8+ T cell differentiation. 
 
Introduction 
Upon Ag encounter, CD8+ T lymphocytes become activated, proliferate, and differentiate into 
effector T (Te) cells able to kill target cells and secrete cytokines. Following pathogen clearance, 
only ∼5–10% of Te cells will survive and further differentiate into long-lived memory T (Tm) 
lymphocytes. This generation of Tm cells is essential for protection against reinfection. The 
differentiation of naive CD8+ T cells into Te and Tm cells requires the proper integration of 
several signals provided by the APC and the environment in which the immune response occurs. 
At the peak of the CD8+ T cell response, different subsets of effectors can be identified using 
CD127 and KLRG1 expression (1, 2). The short-lived effector cells (SLECs; 
CD127lowKLRG1high) are destined to die during the contraction phase of the CD8+ T cell 
response, whereas the memory precursor effector cells (MPECs; CD127highKLRG1low) will 
further differentiate into long-lived Tm cells. The fate of effectors is mainly dictated by the 
inflammatory cytokine signals that they perceived during the immune response. High amount 
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of IL-12 favors their differentiation into SLECs by increasing the expression level of the 
transcription factor T-bet (1). Furthermore, SLECs differentiate from effectors that have 
maintained the expression of the IL-2Ra chain (CD25) (3), which allows for the induction of 
the expression of the transcriptional repressor Blimp-1 (3, 4), a key molecule controlling SLEC 
differentiation (5, 6). Although the cytokine milieu plays a very important role during the 
differentiation of effectors, it is still possible that other receptor–ligand interaction provided by 
APCs may also play a crucial role during the differentiation of naive CD8+ T cells into Te and 
Tm cells. 
The Notch signaling pathway is an evolutionary conserved pathway that is well known for its 
role during various differentiation events. In vertebrates, this pathway is composed of four 
receptors (Notch1–4) and five ligands (Jagged-1, -2, and Delta-like-1, -3, -4). The interaction of 
Notch with its ligands leads to its proteolytic cleavage releasing the Notch intracellular domain 
(NICD) (7). The NICD translocates to the nucleus, where it associates with RBPJ 
(recombination signal-binding protein for Ig kJ region). This displaces the corepressors 
associated with RBPJ and allows assembly of a transcriptional activator complex (NICD, 
MAML1–3, and MED-8 mediator transcription activation complex) that induces transcription 
of target genes (7). HES family members are common targets of Notch signaling in many 
tissues, whereas other target genes are tissue specific. Furthermore, a broad number of genes 
can be regulated by Notch, as shown using genome-wide methodologies (8–11). 
In the immune system, the Notch signaling pathway has been shown to control the development 
of multiple cell types, including T cells, marginal zone B cells, innate lymphoid cells, and 
dendritic cells (DCs) (12). Apart from playing crucial roles for the development of immune 
cells, the Notch signaling pathway also regulates T cell response. Indeed, T cells express Notch 
receptors, whereas APCs can express the ligands (12). In CD4+ T cells, Notch signaling 
regulates the differentiation and response of various Th cell subsets (12). Indeed, the induction 
of different Notch ligands by danger signals on DCs controls the Th1 and Th2 differentiation 
choice (13). This initial observation has now been expanded to the differentiation of several Th 
cell subsets (12). Specifically, the Notch signaling pathway was shown to directly regulate the 
transcription of Tbx21 (encoding for T-bet) and to increase IFN-g production in Th1 cells (14, 
15). The Notch pathway is also a direct regulator of Gata3 transcription during Th2 
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differentiation (16, 17). More recently, the Notch signaling pathway was also shown to regulate 
Th9, Th17, and T regulatory differentiation (18–20). The mechanism by which the Notch 
signaling pathway orchestrates the various Th differentiation program was recently identified 
by the group of Pear (21). It appears that Notch does not dictate the Th differentiation choice, 
but rather it potentiates the cytokine signal received by CD4+ T cells during differentiation. 
Thus, by itself, the Notch signaling pathway cannot initiate the differentiation of CD4+ T cells 
toward one subset or another, but it acts as an amplifier of Th cell differentiation. 
Much less is known about the involvement of the Notch signaling pathway during CD8+ T cell 
response, and most of the experiments addressing its function have been performed in vitro. For 
instance, Notch signaling was shown to directly regulate, via binding of the NICD to their 
promoter, the transcription of many effector molecules, such as perforine, granzyme B, and IFN-
g, in mouse CD8+ T cells (22–24). Similarly, the Notch signaling pathway controls the 
production of IFN-g by human CD8+ T cells (25). Furthermore, the transcription factor Eomes 
was defined as a transcriptional target of the Notch signaling pathway in in vitro activated CD8+ 
T cells (23). In vivo, Notch2 expression by CD8+ T cells is essential for the efficient killing of 
target cells (24), for the control of Trypanosoma cruzi infection (24), and for potent antitumor 
activity (26). Moreover, inhibition of the Notch signaling pathway using either genetic deletion 
of Rbpj or expression of a dominant-negative form of MAML protected mice from graft-versus- 
host disease (GVHD) (27, 28). The protective effect of Notch inhibition was not a consequence 
of decreased alloreactive CD8+ T cell expansion, but was most likely the result of defective 
IFN-g production (27, 28). However, in this system, Eomes expression was increased, whereas 
T-bet expression was preserved (27, 28). Very interestingly, inhibition of the Notch signaling 
pathway during GVHD did not alter the ability of CD8+ T cells to lyse tumor cells (28), 
suggesting that not all the effector functions of CD8+ T cells are regulated by Notch. 
Over the last years, the Notch signaling pathway has been shown to have the capacity to regulate 
different aspects of CD8+ T cell response following Ag encounter. However, the in vivo role of 
the Notch signaling pathway during infection and vaccination has not been assessed. In this 
manuscript, we have addressed the requirement for Notch signaling during in vivo CD8+ T cell 
response following an infection with the intracellular bacteria Listeria monocytogenes or after 
vaccination with DCs. These two experimental systems allow us to evaluate the influence of an 
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inflammatory response on the role of the Notch signaling pathway during an active immune 
response. In this study, we report that Notch signaling influences the formation of SLECs 
following Listeria infection and DC vaccination, whereas it is dispensable for memory CD8+ T 
cell differentiation. The reduced generation of SLECs in absence of Notch signaling correlates 
with defective CD25 expression by effectors. The Notch signaling pathway was also required 
for maximal IFN-g production by effectors after Listeria infection and DC vaccination. 
However, Notch signaling is selectively required for the production of IL-2 and TNF-a 
following DC vaccination, revealing a contextdependent role for Notch during CD8+ T cell 
response. Furthermore, IFN-g production was more severely decreased by Notch deficiency 
following DC vaccination than infection. This more severe reduction in IFN-g production leads 
to impaired control of Listeria growth following rechallenge. Our results highlight a crucial role 
for the Notch signaling pathway for the differentiation of functional CD8+ Te cells. 
 
Matériels et méthodes 
Mice 
B6.SJL, (C57BL/6 3 B6.SJL)F1, and OT-1 Rag-1–deficient (29) mice were bred at the 
Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center facility. Notch1fl/fl (B6.129 3 1-
Notch1tm2Rko/GridJ) (30), Notch2fl/fl (B6.129SNotch2 tm3Grid/J) (31), and E8I-cre 
(C57BL/6-Tg(Cd8a-cre)1Itan/J) (24) mice were purchased from The Jackson Laboratory. 
Notch1fl/fl were backcrossed to the C57BL/6 background and bred to Notch2fl/fl and E8I-Cre to 
obtain E8I-Cre+/2Notch1fl/fl Notch2fl/fl mice (Notch1/2-deficient mice, D/D) and their Notch1fl/fl 
Notch2fl/fl littermates (Notch1/2-sufficient mice, fl/fl). E8ICre+/2Notch1fl/fl Notch2fl/fl mice were 
crossed to OT-1 Rag-1–deficient mice to generate Notch-sufficient and -deficient OT-1 Rag-
12/2 mice. Mice were housed at the Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center Facility, 
in a pathogen-free environment, and treated in accordance with the Canadian Council on Animal 
Care guidelines. 
 
L. monocytogenes infection, DC immunization, and analysis of T cell response 
 
 91 
L. monocytogenes expressing OVA (Lm-OVA) was grown, as previously described (32). A 
sublethal dose of 2x103 CFUs was injected i.v. for analysis of primary T cell response, whereas 
a lethal dose of 2x105 CFUs was used for challenge experiments. Bone marrow–derived DCs 
were generated, as previously described (33), matured with LPS (1 mg/ml), and loaded 
overnight with the OVA257–264 peptide (SIINFEKL, 2 mg/ml; Midwest Biotech). A total of 
1.25 x 106 DCs was injected i.v. for vaccination. In some experiments, 15,000 U rIL-2 (Novartis) 
was injected i.p. twice daily from the day of vaccination until day 7, as described previously (4). 
The primary endogenous CD8+ T cell response was analyzed in the spleen with either Kb-OVA 
tetramer staining or intracellular cytokine staining following a short in vitro stimulation with the 
OVA peptide. In some experiments, 104 Notch-sufficient or -deficient OT-1 CD8+ T cells were 
adoptively transferred in B6.SJL recipient mice before Listeria infection or DC vaccination. 
 
Hematopoietic chimeras 
(C57BL/6 X B6.SJL)F1 (CD45.1+CD45.2+) mice were lethally irradiated (12 Gy) and 
reconstituted with a 50:50 mixture of 5 x 106 bone marrow cells from B6.SJL (CD45.1+) mice 
and E8I-Cre+/2Notch1fl/fl Notch2fl/fl mice (Notch1/2-deficient mice, D/D, CD45.2+). Chimeric 
mice were used at 8 wk postreconstitution. 
 
Abs, flow cytometry, and cell sorting 
Anti-CD44 (IM7), anti-CD8 (53-6.7), anti-CD25 (PC61), anti-Ly6C (HK1.4), anti–IL-2 (JES6-
5H4), and anti–TNF-a (MP6-XT22) Abs were from BioLegend; anti–IFN-g (XMG1.2) Ab was 
from Life Technologies; anti-CD127 (A7R34), anti-KLRG1 (2F1), anti–T-bet (4B10), and anti-
Eomes (Dan11mag) Abs were from eBioscience. Anti-Ki67 (B56) was purchased from BD 
Biosciences. Cell surface staining, intracellular staining, tetramer staining, and OVA peptide 
loading on Kb MHC were performed, as previously described (33–35). Cell death was measured 
using 7-aminoactinomycin D (BD Biosciences) and annexin V (BioLegend) stainings, as 
previously described (4). 
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Naive CD8+ T cells (CD8+CD44-), total OVA-specific CD8+ effector cells (CD8+CD44highTet-
OVA+), OVA-specific CD8+ SLECs (CD8+CD44highTet-OVA+CD127-KLRG1+), and OVA-
specific CD8+ Tm cell (CD8+CD44highTet-OVA+) were sorted with a BD FACSAria III. 
 
Quantitative real-time PCR 
Quantification of Pdrm1, Eomes, and Tbx21 mRNAs from sorted OVAspecific CD8+ T cells 
was performed, as previously described (4, 35). Briefly, total RNA was isolated using TRIzol 
(Life Technologies) and reverse transcribed into cDNA using SuperScript II with oligo(dT) 
primers (Life Technologies). Real-time PCR was performed in triplicates using Power SYBR 
Green (Life Technologies) on an Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System. Sequences 
of primers used were as follows: Prdm1, 5’-ACACACAGGAGAGAAGCCACATGA-3’ and 
5’-TCGAAGGTGGGTCTTGAGATTGCT-3’; Eomes, 5’-GTTCACCCAGAATCTCCTAAC-
3’ and 5’-CAGCCTCGGTTGGTATTT-3’; Tbx21, 5’-AGGGGACACTCGTATCAACAGA-
3’ and 5’-AGGGGGCTTCCAACAATG-3’. 
PCR for measurement of the deletion of the floxed Notch1 and Notch2 genes 
Genomic DNAwas extracted from sorted naive CD8+ T cells, OVA-specific CD8+ effectors, 
OVA-specific CD8+ SLECs, and OVA-specific Tm cells. PCR were performed as described by 
Zheng et al. (36). 
 
Statistical analysis 
Statistical analyses for differences between Notch1/2-sufficient and Notch1/2-deleted mice 
were done using Student’s t test for all experiments except for Lm-OVA rechallenge, in which 
a Mann–Whitney U test was used. All tests were two sided, and p>0.05 was considered 
statistically significant. Welch correction was applied when variances were unequal between 





Notch signaling controls SLEC differentiation 
It was shown by us and others that CD8+ T cells upregulate Notch1 and Notch2 expression 
following TCR stimulation (22, 24, 37, 38). However, Notch3 and Notch4 mRNAwere not 
increased (24, 39) (data not shown); thus, the deletion of Notch1 and Notch2 genes should 
completely abrogate Notch signaling in CD8+ T cells. To elucidate the role of the Notch 
signaling pathway during in vivo CD8+ T cell response, Notch1 and Notch2 expression was 
specifically abrogated in mature CD8+ T cells using Notch1fl/flNotch2fl/fl-E8I-Cre+/2 mice 
(referred as Notch1/2-deficient mice or D/D through the manuscript). These mice express the 
Cre recombinase under the CD8a enhancer, allowing for Notch1 and Notch2 deletion only in 
mature CD8+ T cells (24). The efficient and specific deletion of the Notch1 and Notch2 genes 
in mature CD8+ T cells was assessed by flow cytometry. Indeed, Notch1 and Notch2 cell surface 
expression could not be detected on CD8+ T cells from Notch-deficient mice following TCR 
stimulation (data not shown). Moreover, mice with deletion of the Notch1 and Notch2 genes in 
CD8+ T cells did not show any difference in peripheral CD8+ T cell populations (naive, effector, 
and memory) nor in the expression of various cell surface markers (TCR, CD3, CD44, CD62L, 
CD127, CD25, CD5, and TCRV b usage) in the steady state when compared with their wild-
type littermates (data not shown). 
To delineate the role of the Notch signaling pathway in CD8+ T cell response, Notch1/2-
sufficient and -deficient mice were infected with a sublethal dose of the intracellular bacteria 
Lm-OVA, allowing us to follow the response of OVA-specific CD8+ T cells in an inflammatory 
environment. The effector response was assessed in the spleen 7 d postinfection using Kb-OVA 
tetramer staining. As shown in Fig. 1A and 1B, Notch deficiency in CD8+ T cells promoted a 
better expansion of OVA-specific CD8+ T cells compared with their wild-type counterpart. The 
phenotypic characterization of the effectors generated revealed a crucial role for Notch signaling 
for their proper differentiation into SLECs (Fig. 1C, 1D). OVA-specific CD8+ T cells lacking 
expression of Notch1/2 show a 2-fold reduction in the proportion of SLECs. Although 
proportionally less SLECs were generated by NotchD/D	 CD8+ T cells, this did not lead to a direct 
reciprocal increase in MPECs (Fig. 1C, 1D). However, an increase in early effector cells (EECs; 
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KLRG1low and CD127low), the precursors of both SLECs and MPECs (40), is also observed in 
NotchD/D mice (Fig. 1C, 1D). These results suggest that Notch deficiency is most important for 
the EEC to SLEC transition. 
In our model, Cre-mediated inactivation of the Notch1 and Notch2 genes should only occur in 
mature peripheral CD8+ T cells in favor of a cell-autonomous role for Notch signaling in CD8+ 
T cells. However, it is possible that the Cre transgene is expressed by other cells, which may 
then influence the CD8+ T cell response. To exclude that possibility, we generated mixed bone 
marrow chimeras by grafting in the same recipient a 1:1 ratio of wild-type (CD45.1+) and 
NotchD/D (CD45.2+) bone marrow cells. Following infection with Lm-OVA, SLEC generation 
was selectively impaired in OVA-specific Te cells originating from NotchD/D hematopoietic cells 
(Supplemental Fig. 1). These results confirm that Notch signaling acts in a cell-autonomous 
manner on CD8+ Te cell differentiation. 
To confirm the role of the Notch signaling pathway during CD8+ T cell response, we immunized 
mice with LPS-matured DCs pulsed with the OVA peptide (DC-OVA). In contrast to Lm-OVA, 
the CD8+ T cell response is primed in a low inflammation setting, and, as a result, fewer SLECs 
are generated, whereas memory T cell differentiation is accelerated (1, 4, 33, 41, 42). Although 
CD8+ T cell expansion was similar in absence or presence of Notch signaling (Fig. 2A, 2B), 
SLEC generation was almost abrogated following DC vaccination in NotchD/D mice (Fig. 2C, 
2D). Therefore, the Notch signaling pathway plays a very important role during CD8+ Te cell 
terminal differentiation irrespective of the inflammation level. 
The defect in SLEC generation in NotchD/D mice could be the consequence of an increased death 
rate of SLECs, a reduced proliferation of SLECs, or an inability of EECs to differentiate into 
SLECs. To understand better how Notch signaling affects SLEC differentiation, we evaluated 
the death rate of the different effector populations using annexin V staining. We did not observe 
any significant difference in the percentage of annexin V+ cells at day 7 postinfection or 
postvaccination (Supplemental Fig. 2A). We also did not observe any difference in the rate of 
effector proliferation as measured using Ki67 staining (Supplemental Fig. 2B). Altogether, these 
results suggest that the decreased generation of SLECs in absence of Notch1/2 is not the 
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consequence of an increased death rate or reduced proliferation of SLECs, but rather from a 
defective differentiation of EECs into SLECs. 
Although SLEC generation was severely affected following both Lm infection and DC 
vaccination, few cells with a SLEC phenotype were still present in NotchD/D mice. To address 
whether these cells were derived from naive T cells that did not properly delete the Notch1 or 
Notch2 genes, we evaluated whether the residual SLEC population was enriched for cells that 
have not deleted the floxed genes using PCR. As shown in Supplemental Fig. 3, this effector 
population contains cells that have as efficiently deleted Notch1 and Notch2 as the total effector 
T cell population. 
 
Defective SLEC generation is not the consequence of reduced T-bet expression 
The level of expression of the transcription factors T-bet controls the SLEC/MPEC 
differentiation choice, whereby increased levels of T-bet promote the generation of SLECs, and 
in absence of T-bet no SLECs are generated (1). Moreover, there is evidence that Tbx21 is a 
Notch target gene (14, 15, 23). Therefore, we evaluated whether the reduced generation of 
SLECs in the absence of Notch1/2 correlated with a decrease in T-bet expression. To do so, we 
used an anti–T-bet Ab that has been reported by others to be specific as measured by a lack of 
staining of T-bet knockout effector CD8+ T cells (1). We observed that NotchD/D CD8+ effectors 
express similar amount of T-bet protein than Notchfl/fl effectors in both an inflammatory and 
noninflammatory setting (Fig. 3A). However, following Listeria infection, the level of Tbx21 
mRNA was reduced in absence of Notch1/2 (Fig. 3A), but it did not translate into a significant 
reduction of T-bet protein expression. This suggests that Notch does not control SLEC 
differentiation by affecting T-bet expression, irrespective of the inflammation level. 
 
Defective SLEC differentiation is the consequence of reduced expression of CD25 by CD8+ Te 
cells 
In addition to inflammation, prolonged IL-2R signaling on Ag specific CD8+ Te cells is required 
to promote SLEC differentiation (3, 43). Furthermore, IL-2 is the key in vivo signal that induced 
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Blimp-1 expression, which then promotes SLEC differentiation (4). As there is evidence that 
the Notch signaling pathway controls CD25 expression in immature thymocytes (44) and 
activated CD4+ T cells (45), we evaluated whether Notch deficiency affects CD25 expression 
by CD8+ Te cells. The expression level of CD25 is maximal a few days before and becomes 
undetectable at the peak of the CD8+ T cell response (3). Therefore, to analyze CD25 expression 
at day 4–5 postimmunization, we adoptively transferred 104 OVA-specific OT-I T cells lacking 
(OT-I/NotchD/D) or not (OT-I/Notchfl/fl) Notch1 and Notch2 expression in naive B6.SJL 
congenic recipients. These mice were then infected with Lm-OVA or vaccinated with DC-OVA. 
As shown in Fig. 3B, OT-I/ NotchD/D CD8+ effectors failed to properly express CD25 when 
compared with OT-I/Notchfl/fl CD8+ Te cells. Furthermore, both the percentage of cells 
expressing CD25 and the amount expressed by the positive cells are severely reduced in absence 
of Notch signaling (Fig. 3B). These results suggest that, in our two distinct immunization 
protocols, Notch signaling controls CD25 expression to promote SLEC generation. 
As NotchD/D Ag-specific CD8+ T cells probably received less IL- 2 signals, we tested whether 
twice daily administration of rIL-2 during the expansion phase of the response to DC-OVA 
vaccination could restore SLEC generation in absence of Notch signaling. As shown in 
Supplemental Fig. 4, in vivo administration of rIL-2 was not sufficient to promote the generation 
of SLEC in NotchD/D mice, whereas it enhances SLEC generation in Notchfl/fl mice. One of the 
mechanisms proposed to explain how the maintenance of CD25 expression on effectors 
promotes SLEC differentiation is via the upregulation of Blimp-1 (encoded by the gene Prdm1) 
expression (3, 4, 43). Therefore, we evaluated whether NotchD/D effectors express lower level of 
Prdm1 using quantitative RT-PCR. As shown in Fig. 3C, Prdm1 expression was not statistically 
different between Notchfl/fl and NotchD/D effectors. These results suggest that Notch influences 
SLEC generation via another mechanism than regulation of the expression of the key 
transcription factors (T-bet and Blimp-1) known to control this differentiation process. 
 
Notch controls optimal IFN-g and IL-2 production by CD8+ Te cells 
Our results clearly indicate that the Notch signaling pathway affects effector differentiation; we 
then tested whether the functionality of CD8+ Te cells was also impaired in absence of 
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Notch1/2. Upon Listeria infection, we found a similar frequency of CD8+ Te cells producing 
IFN-g in NotchD/D and Notchfl/fl mice following a short in vitro stimulation with the OVA peptide 
(Fig. 4A, 4C). However, the amount of IFN-g produced by cells was reduced in Notch1/2-
deficient effectors when compared with Notch-sufficient effectors (Fig. 4A, 4C). Notably, a 
more drastic effect on IFN-g production was observed following DC vaccination. Very few 
Notch-deficient CD8+ Te cells produced IFN-g, and the amount produced by each cell was also 
severely decreased (Fig. 4B, 4D). Furthermore, the proportion of effectors producing IL-2 and 
TNF-a was only affected by Notch deficiency following DC vaccination (Fig. 4A–D). These 
results suggest a differential role for the Notch signaling pathway in the regulation of cytokine 
production by CD8+ effectors depending on the context of the CD8+ T cell response. 
We next undertook to explain the variation in IFN-g production. The two transcription factors, 
T-bet and Eomes, have been shown to be important to regulate IFN-g expression in CD8+ T 
cells (46, 47). Indeed, in absence of both transcription factors, effector CD8+ T cells lose their 
ability to produce IFN-g, whereas single deficiency did not alter their ability to produce IFN-g 
(46, 47). Interestingly, both Tbx21 and Eomes are potential Notch target genes (14, 15, 23, 24). 
However, a decrease in the expression level of T-bet cannot explain the more severe reduction 
of IFN-g production by NotchD/D effectors generated following DC vaccination (Fig. 3A). 
Therefore, we evaluated whether Eomes expression was affected by Notch deficiency. As 
shown in Fig. 5, Eomes expression was lower in effectors that were deficient for the expression 
of Notch1/2. Eomes expression was similarly reduced following both DC vaccination and 
Listeria infection (Fig. 5), suggesting that this reduction is not responsible for the more defective 
production of IFN-g by NotchD/D effectors following DC vaccination. 
To evaluate whether the reduction in IFN-g production by NotchD/D CD8+ effectors generated 
following DC vaccination had a functional impact, we challenged the mice with a lethal dose of 
Lm-OVA. In this system, efficient elimination of the bacteria will depend on the ability of OVA-
specific CD8+ Te cells to produce IFN-g (48, 49). As expected, OVA-specific CD8+ T cells 
lacking or not Notch1/2 expression generated following Listeria infection were very efficient at 
controlling a lethal challenge with Lm-OVA (Fig. 4E). However, NotchD/D CD8+ effectors 
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generated with DC vaccination were inefficient at controlling bacterial growth (Fig. 4F), 
whereas their wildtype counterparts were very effective. 
 
Notch signaling is not required for the generation of CD8+ Tm cells 
In the absence of Notch signaling, OVA-specific CD8+ Te cells successfully differentiate into 
MPECs. However, these effectors express less Eomes (Fig. 5), which might affect their 
differentiation into long-lived CD8+ Tm cells. We then evaluated whether these MPECs 
efficiently give rise to Tm cells. At day 45 postinfection with Lm-OVA or postvaccination with 
DCs, OVA-specific CD8+ Tm cells were generated regardless of the expression of Notch1 and 
Notch2 receptors (Fig. 6A, 6C). However, Notch1/2 deficiency leads to an increased yield (% 
Tm cells/% of Te cells) of OVAspecific CD8+ Tm cells following DC vaccination, but not 
following Listeria infection (Fig. 6A, 6C). Furthermore, the CD8+ Tm cells generated in 
NotchD/D mice are not derived from the survival of cells that did not delete the Notch1 and 
Notch2 genes (Supplemental Fig. 3). These results indicate that the Notch signaling pathway is 
not required for CD8+ Tm cell generation, and that in some circumstances it may impede CD8+ 
Tm cell differentiation. 
Although OVA-specific CD8+ Tm cells were generated in NotchD/D mice, it was important to 
evaluate whether Notch deficiency had altered their functionality. To address that, we evaluated 
their capacity to produce cytokines following a short in vitro restimulation with the OVA 
peptide. No difference in IFN-g production was observed in NotchD/D and Notchfl/fl OVA-specific 
CD8+ Tm cells that were generated following Lm-OVA infection (Fig. 6B). However, a lower 
frequency of OVA-specific CD8+ Tm cells produces IFN-g in NotchD/D mice compared with 
wild-type mice following DC immunization (Fig. 6D). Moreover, the amount of IFN-g produced 
on a per cell basis upon DC vaccination is significantly lower in OVA-specific CD8+ Tm cells 
lacking expression of the Notch1 and Notch2 receptors (Fig. 6D). Thus, in absence of Notch1/2, 




Our results demonstrate that the Notch signaling pathway plays specific and crucial roles during 
the response of CD8+ T cells to infection and vaccination. Furthermore, our results uncover a 
context-dependent role for the Notch signaling during these immune responses.  
In this study, we report that the Notch signaling pathway is very important for the proper 
generation of SLECs during the response of CD8+ T cells to both infection and vaccination. 
One mechanism by which Notch signaling could have impacted SLEC differentiation is via its 
ability to regulate T-bet expression. Indeed, Tbx21 has been reported to be a direct 
transcriptional target of Notch in CD4+ T cells (14, 15). In CD8+ T cells, inhibition of Notch 
signaling following in vitro stimulation of CD8+ T cells leads to reduced expression of T-bet, 
but, unfortunately, the direct binding of the NICD to the Tbx21 gene was not evaluated in this 
study (23). In our in vivo experimental models, we did not observe any significant difference in 
T-bet protein expression level between Notch-deficient and wild-type effectors. Our results are 
in agreement with other studies in which no effect of the Notch signaling pathway on T-bet 
expression by CD4+ and CD8+ T cells was observed during GVHD (27, 28). Although we did 
not observe a significant decrease in the level of T-bet protein, the transcription level of Tbx21 
was reduced in NotchD/D effectors obtained following Listeria infection, but not following DC 
vaccination. The reduction in Tbx21 transcription that we observe following Lm-OVA infection 
is in agreement with the very recent report of Backer et al. (50) using an Influenza infection 
model. Therefore, this suggests that the Notch signaling pathway may contribute to the 
regulation of Tbx21 transcription in models with high inflammation. However, as we did not 
observe any significant effect on protein expression level, it makes it unlikely that the effect of 
Notch deficiency on Tbx21 transcription is the direct cause of reduced SLEC differentiation in 
the Listeria infection model. Therefore, the effect of the Notch signaling pathway during SLEC 
differentiation is not via the direct regulation of T-bet expression in our model of Listeria 
infection and DC vaccination. This further suggests that Notch deficiency does not affect SLEC 
differentiation via a modulation of the response of the CD8+ T cells to inflammation, as it is 
well documented that the level of expression of T-bet in CD8+ Te cells is controlled by 
inflammation level (e.g., IL-12) (1, 51).  
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Another key signal controlling the differentiation of CD8+ effectors into SLECs is IL-2 
(3, 4, 43). Indeed, in absence of Notch signaling, Ag-specific CD8+ effectors show a severe 
reduction in CD25 expression and as such receive less IL-2 signaling. This observation is in 
agreement with the recent publication of Backer et al. (50), who has also observed reduced 
expression of CD25 by Notch-deficient Ag-specific CD8+ Te cells. Therefore, Notch signaling 
influences SLEC generation by regulating CD25 expression. Further studies are required to 
determine whether Cd25 is a direct Notch target gene in CD8+ T cells, a likely possibility 
because it has been reported that the NICD can be recruited to the Cd25 promoter in double-
negative thymocytes (44) and to the Cd25 enhancer in leukemic T cells (10). 
The maintenance ofCD25 expression on a subset of effector CD8+ T cells is required for the 
generation of SLECs, and it was proposed, by us and others, that this was necessary to allow for 
the proper upregulation of Blimp-1 (3, 4), a key transcriptional repressor controlling SLEC 
differentiation (5, 6). Unexpectedly, in our models, the defective expression of CD25 by 
NotchD/D effectors did not prevent the upregulation of Prdm1 transcription. Furthermore, rIL-2 
supplementation during the expansion phase of the CD8+ T cell response to DC-OVA 
vaccination did not rescue SLEC generation, suggesting that Notch affects SLEC differentiation 
independently of Blimp-1. A possible mechanism by which Notch regulation of CD25 
expression could affect SLEC differentiation is via modulation of T cell metabolism, as IL-2 
signaling is known to regulate the activity of the Akt/mTOR pathway (52–55). This possibility 
is in agreement with the very recent observation of Backer et al. (50), who have shown reduced 
activation of the Akt-mTOR pathway in Notch deficient CD8+ Te cells. 
It is intriguing that we observe a severe SLEC differentiation defect even if NotchD/D effectors 
were able to upregulate the expression of T-bet and Blimp-1. This suggests that either Notch 
signaling acts in concert with T-bet and/or Blimp-1 during SLEC differentiation or that it 
regulates another pathway (for example metabolism) controlling SLEC differentiation. Further 
studies are required to better define how the Notch signaling pathway influences SLEC 
differentiation. 
Unlike what would have been expected from in vitro studies (22, 23, 37), ablation of Notch1 
and Notch2 receptor expression did not decrease the in vivo proliferation of CD8+ T cells. This 
difference might be the result of unspecific effect of the Notch inhibitors that were used for the 
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in vitro studies. Furthermore, CD8+ T cell in vivo proliferation was not affected by Notch 
deficiency during the alloresponse that occurs during GVHD (27, 28). In our models, following 
in vivo response to an infection with Listeria, but not following DC vaccination, CD8+ T cell 
expansion was enhanced in absence of Notch1/2 expression by CD8+ T cells. This suggests that 
Notch activation during an immune response to a pathogen that induced high level of 
inflammation is deleterious to T cell expansion. Further studies are required to understand the 
distinct effect of the Notch signaling pathway during different in vivo CD8+ T cell responses. 
Our results also highlight that the Notch signaling pathway controls the ability of CD8+ Te cells 
to produce cytokines in a context-dependent manner. Its seems that when the CD8+ T cell 
response is primed in the context of a pathogen (Listeria infection), the absence of Notch 
signaling on cytokine production by CD8+ Te cells is less important than in a low inflammatory 
context (DC vaccination). Indeed, IL-2 and TNF-a production by Agspecific CD8+ Te cells is 
only affected following DC vaccination in absence of Notch1 and Notch2. This illustrates a 
contextdependent role for the Notch signaling pathway and is reminiscent of what has been 
observed during GVHD (27, 28), a non pathogen driven immune response. When inflammation 
is low, it is possible that there is less induction of the key transcription factors controlling the 
production of IL-2 and TNF-a, which then renders the optimal production of these cytokines 
dependent on Notch signaling. Therefore, the NICD may directly bind to the promoter/ enhancer 
of the Il2 and Tnfa genes. Alternatively, Notch signaling may act in a noncanonical manner 
(without binding of the NICD to RBPJ) to regulate the production of these cytokines. Indeed, 
the NICD has been reported to interact with signaling components of the TCR (56–58), and 
thus, it is possible that Notch deficiency affects TCR signaling, which in turn influences 
cytokine production. Further studies are required to decipher the mechanism by which Notch 
signaling controls the production of IL-2 and TNF-a in CD8+ Te cells. 
The production of IFN-g was affected following both Listeria infection and DC vaccination, 
although the effect was more severe after DC vaccination. This suggests that priming of CD8+ 
T cells during infection is able to induce some transcription of the Ifng gene in absence of the 
NICD, whereas binding of the NICD to the Ifng promoter is required following DC vaccination, 
which occurs in a low inflammatory context. It was shown that the two transcription factors, T-
bet and Eomes, act together to regulate IFN-g production in effector CD8+ T cells; when both 
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are absent, CD8+ T cells lose their ability to produce IFN-g (47). Although we have observed 
that Notch-deficient CD8+ Te cells express lower amount of Eomes, this decrease cannot 
explain the selective defect of IFN-g that we observed following DC vaccination because it 
occurs following both Listeria infection and DC vaccination. However, following DC 
vaccination, less T-bet is induced than following infection. Thus, it is possible that it is the 
combined decrease of Eomes and T-bet expression observed in NotchD/D effectors that regulates 
the transcription of the Ifng gene in DC vaccination. In contrast, it was shown by others that the 
Ifng gene is a direct target gene of the Notch signaling pathway (14, 21). Therefore, when the 
inflammation level is high, such as following an infection, it is possible that a different set or 
quantity of transcription factors is induced, and that this can compensate for the lack of NICD 
binding to the Ifng promoter. Alternatively, the difference in the duration of antigenic 
presentation that occurs following DC vaccination versus Listeria infection may affect the 
expression of key transcription factors controlling the transcription of the Ifng gene, making 
Notch signaling important to induce maximal production of IFN-g by CD8+ T cells. 
Interestingly, the defective ability of NotchD/D CD8+ T cells to produce IFN-g was maintained 
at the memory stage, suggesting that the absence of binding of the NICD to the Ifng gene has a 
permanent impact on the ability of the Ag-specific CD8+ T cells to produce this cytokine. 
The severe reduction of IFN-g and TNF-a production by NotchD/D CD8+ Te cells generated 
following DC vaccination has a functional consequence because these effectors were not able 
to control a challenge with a lethal dose of Lm-OVA. The fact that the CD8+ Te cells generated 
following Listeria infection are able to control the same challenge, although they also produce 
less IFN-g, might be explained by their maintenance of normal TNF-a production, a cytokine 
that has been shown to be important for Listeria elimination (49, 59). 
Our results also demonstrate that Notch signaling is dispensable for the generation of CD8+ Tm 
cells. However, in the DC vaccination model, the yield of Ag-specific CD8+ Tm cells was 
higher in absence of the Notch1 and Notch2 receptors. One possible explanation could be that 
the reduced production of IFN-g by NotchD/D CD8+ Te cells allows for a better survival of Ag-
specific T cells during the contraction phase of the T cell response. Indeed, it was previously 
shown that IFN-g contributes to the contraction phase of the CD8+ T cell response (60, 61). 
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In summary, the Notch signaling pathway influences various aspects of the CD8+ T cell 
response. Interestingly, some of the effects of the Notch signaling pathway are dependent on the 
context in which the CD8+ T cell response occurs. Further identification of the Notch target 
genes during different types of CD8+ T cell response should shed light on the mechanism by 
which the Notch signaling pathway influences the differentiation of Ag-specific CD8+ T cells 
during different immune responses. 
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FIGURE 1. Notch signaling influences CD8+ T cell expansion and effector 
differentiation following infection with Listeria.  
Notch-sufficient (fl/fl) and -deficient mice (D/D) were infected or not (not infected, ni) with Lm-
OVA. Effector response was assessed in the spleen 7 d postinfection. (A) Representative FACS 
profiles (gated on CD8+ T cells) showing frequencies of OVA-specific CD8+ T cells (Tet-
OVA+CD44high). (B) Percentage (top panel) and numbers (bottom panel) of OVA-specific Te 
cells are shown. (C) Representative FACS plots showing frequencies of SLECs (KLRG1high and 
CD127low), MPECs (KLRG1low and CD127high), and EECs (KLRG1low and CD127low) within 
OVA-specific CD8+ T cells. (D) Percentage (top panels) and number (bottom panels) of SLECs 
(left panel), MPECs (middle panel), and EECs (right panel) are shown. Data are representative 





FIGURE 2. Notch deficiency impairs SLEC differentiation following DC vaccination. 
 Notch-sufficient (fl/fl) and -deficient mice (D/D) were immunized with DCs loaded or not (no 
immunization, ni) with the SIINFEKL peptide. Effector response was assessed in the spleen 7 
d postvaccination. (A) Representative FACS profiles (gated on CD8+ T cells) showing 
frequencies of OVA-specific CD8+ T cells (Tet-OVA+CD44high). (B) Percentage (top panel) 
and numbers (bottom panel) of OVA-specific CD8+ Te cells are shown. (C) Representative 
FACS plots showing frequencies of SLECs (KLRG1high and CD127low), MPECs (KLRG1low 
and CD127high), and EECs (KLRG1low and CD127low) within OVA-specific CD8+ T cells. (D) 
Percentage (top panels) and number (bottom panels) of SLECs (left panel), MPECs (middle 
panel), and EECs (right panel) are shown. Data are representative of four independent 







FIGURE 3. Notch-deficient CD8+ Te cells express reduced level of CD25, but normal level 
of T-bet and Blimp-1. (A) Expression of T-bet. Notchsufficient (fl/fl) and -deficient (D/D) mice 
were infected with Lm-OVA (top panels) or immunized with DCs (bottom panels), as in Figs. 
1 and 2. The expression of T-bet was assessed 7 d postinfection or postimmunization by flow 
cytometry and quantitative RT-PCR. The representative overlay histogram shows staining of 
OVA-specific CD8+ Te cells (TetOVA+CD44high) with the isotype control Ab (filled histogram) 
or anti–T-bet Ab (black line). The mean fluorescence intensity (MFI) is shown on each overlay; 
the upper bold number indicates the MFI for the anti–T-bet Ab, and the lower number the MFI 
for the isotype control Ab staining of OVA-specific Te cells (CD8+TetOVA+CD44high). The 
graphs show the compilation of MFI of T-bet and the relative mRNA expression level of Tbx21 
on OVA-specific CD8+ Te cells. The flow cytometry data are representative of three (Lm 
infection) or four (DC immunization) independent experiments with 2 mice per group. The 
quantitative RT-PCR data are from two independent experiments with three mice per group. (B) 
Notch signaling is required for CD25 upregulation by Ag-specific CD8+ Te cells. B6SJL 
(CD45.1+) mice were transferred with 104 Notch-sufficient (fl/fl) or -deficient (D/D) OT-1 
CD8+ T lymphocytes (CD45.2+), followed by infection with Lm-OVA (top panels) or 
immunization with DC-OVA (bottom panels), as described in Figs. 1 and 2. The expression of 
CD25 on OT-1 T cells was determined 5 d postinfection or 4 d postvaccination. The 
representative histograms show the expression of CD25 on Notch-sufficient OT-1 (fl/fl) or 
Notch-deficient OT-1 (D/D) OT-I CD8+ T lymphocytes (CD8+CD45.2+). The staining for 
endogenous CD8+ T cells (CD8+CD45.22) is shown as a filled histogram. The percentage of 
CD25+ OT-1 T cells and their MFI are shown on each histogram. The graphs show compilation 
of the percentage of CD25+ OT-1 cells and their MFI for each mouse. Data are representative 
of one independent experiment with three or four mice per group. (C) Blimp-1 expression. The 
relative mRNA expression level of Prdm1 by sorted OVA-specific CD8+ T cells (day 7 or 8 
postinfection/vaccination) was evaluated by quantitative RTPCR. The results from two 








FIGURE 4. Ag-specific Notch-deficient CD8+ Te cells generated following DC vaccination 
have a more severe impairment in functionality than the one obtained following Listeria 
infection. Notch-sufficient (fl/fl) and -deficient mice (D/D) were infected with Lm-OVA (A, C, 
and E) or immunized with DCs (B, D, and F). Cytokine production was assessed on day 7 
postinfection or postvaccination following a short in vitro restimulation with the OVA peptide. 
(A and B) Representative dot plots demonstrating the frequency of IFN-g– or IL-2–producing 
CD8+ Te cells are shown. The percentage of CD8+ Te cells producing IFN-g or IL-2 and their 
mean fluorescence intensity (MFI) are indicated on the respective dot plot. (C and D) Graphs 
represent the proportion of cells producing the cytokine (% cytokine+/% Tet-OVA+; left panel) 
and MFI (right panel) of IFN-g (top panels)– or IL-2 (middle panels)– or TNF-a (bottom 
panels)–producing effectors. (E and F) Bacterial burden in spleen and liver at day 3 
postchallenge with a lethal dose of Lm-OVA of mice that were infected 7 d before with Lm-
OVA (E) or vaccinated with DC-OVA (F). Data are representative of two (E) or three 








FIGURE 5. Notch-deficient CD8+ Te cells express decreased level of Eomes. Notch-
sufficient (fl/fl) and -deficient (D/D) mice were infected with Lm-OVA (top panels) or 
immunized with DCs (bottom panels), as in Figs. 1 and 2. The expression of Eomes was assessed 
by flow cytometry 7 d postinfection or postimmunization. The representative overlay histogram 
shows Eomes expression by OVA-specific CD8+ Te cells (TetOVA+CD44high) or isotype 
control staining (on OVA-specific CD8+ Te cells). The mean fluorescence intensity (MFI) is 
shown on each overlay; the upper bold number indicates the MFI of OVA-specific Te cells 
(TetOVA+CD44high), whereas the lower number is the MFI for the isotype control staining. The 
graphs show compilation of MFI of Eomes expression (middle) or the relative mRNA 
expression level of Eomes by OVA-specific Te cells. Flow cytometry data are representative of 
three (Lm infection) or four (DC immunization) independent experiments with $2 mice per 
group, whereas the quantitative RT-PCR data are from two independent experiments with three 




FIGURE 6. Notch is dispensable for memory generation. Notch-sufficient (fl/fl) and –deficient 
mice (D/D) were infected with Lm-OVA (A and B) or immunized with DCs (C and D), as 
described in Figs. 1 and 2. The generation of OVA-specific CD8+ Tm cells and their ability to 
produce IFN-g were analyzed at $45–65 d postinfection or postimmunization. Cytokine 
production was measured after a short in vitro restimulation with the OVA peptide. (A and C) 
Graphs represent the percentage (left panel) of OVA-specific CD8+ Tm cells (Tet-
OVA+CD44high), the number of OVA-specific CD8+ Tm cells (Tet-OVA+CD44highLy6Chigh; 
middle panel), and the yield of Tm cells (right panel). (B and D) Graphs show the percentage 
(left panel) and the mean fluorescence intensity (MFI) (right panel) of IFN-g–producing OVA-
specific CD8+ Tm cells. Data are representative of four independent experiments with 2 mice 







FIGURE S1. Notch signalling affects SLEC differentiation in a cell autonomous manner. 
Recipient mice (CD45.2+/CD45.1+) were lethally irradiated and reconstituted with a 50:50 
mixture of bone marrow cells from Notch sufficient (B6SJL mice, CD45.1+ mice (CD45.2+). 
Chimeras were infected with Lm-OVA and Ag-specific CD8+ T cell response was assessed in 
the spleen 7 days post-infection. (A) Frequencies of OVA-specific CD8+ T cells (Tet-
OVA+CD44hi) are shown. (B) Percentage of SLECs (left panel) and MPEC (right panel). Data 




















Figure S2. Notch signalling does not affect survival nor proliferation of CD8+ Te cells. Notch 
sufficient (fl/fl) and deficient (Δ/Δ) mice were either infected with Lm-OVA or immunized with 
DCs as in Figures 1 and 2. (A) The graphs show the percentage of Annexin V+ cells among 
OVA-specific CD8+ SLECs (KLRG1hi and CD127lo), MPECs (KLRG1lo and CD127hi), 
EECs (KLRG1lo and CD127lo) and total effectors. (B) The graphs show the percentage of 
Ki67+ cells among OVA-specific CD8+ SLECs (KLRG1hi and CD127lo), MPECs (KLRG1lo 











Figure S3. Measurement of the deletion of the floxed Notch alleles within CD8+ T cell 
populations. Genomic DNA was isolated from sorted naive (Tn; CD8+CD44-), SLECs 
(KLRG1hi and CD127lo), total effectors (CD8+CD44hiTet-OVA+) and memory CD8 T cells 
(CD8+CD44hiTet-OVA+) from Lm-OVA infected (A) or DC-OVA immunized (B) Notch-
deficient mice. For Notch1, the deleted and floxed alleles respectively give rise to a PCR 
products of 500pb and 600pb. For Notch2, the deleted PCR product is 489pb while the floxed 
allele is 383pb. Δ/Δ; deleted alleles; fl/fl; floxed alleles. The number under the gels identify 
















Figure S4. Increasing IL-2 bio-availability does not rescue SLEC generation in Notch-
deficient mice. Mice were immunized with DC-OVA and were injected i.p. twice daily with 
PBS or rIL-2 (15,000 U per injection) until day 7, at which point mice were euthanized. (A) 
Effector response was assessed in the spleen 7 days post-vaccination. (B) Percentage of SLECs 
(KLRG1hi and CD127lo), MPECs (KLRG1lo and CD127hi) and EECs (KLRG1lo and 










2. Études du rôle de la voie de signalisation Notch suite à 
une infection chronique 
L’expression des ligands de la voie de signalisation Notch est induite par des signaux 
inflammatoires et par l’IL-2 tandis que la voie du RCT induit l’expression de Notch1 et 
Notch2473,526. Or, lors d’une infection chronique, l’inflammation et la présence d’antigène sont 
persistantes, ce qui suggère que cette voie pourrait être activée de façon soutenue dans les LT 
CD8 répondant au pathogène558. De plus, il a déjà été démontré que la voie de signalisation 
Notch contrôle la différenciation des LT CD4 en contrôlant simultanément le programme 
transcriptionnel spécifique à chacun des sous types. De surcroît, nous avons découvert un rôle 
essentiel de la voie de signalisation dans la génération de LT CD8 différenciés de façon 
terminale (SLEC) suite à une infection aiguë (article 1)559. Enfin, notre étude ainsi que celles 
d’autres équipes ont démontré que cette voie de signalisation permet l’acquisition optimale des 
fonctions effectrices des cellules T CD8, en particulier lorsque la réponse s’effectue dans un 
milieu peu inflammatoire (article 1)473,509,515,526-528,531,534,536. Nous avons ainsi émis l’hypothèse 
que cette voie de signalisation qui contrôle la différenciation terminale des LT CD8 suite à une 
infection aiguë induit un programme transcriptionnel conduisant à un épuisement plus important 
des cellules T CD8 répondant à l’infection.   
2.2 Matériels et méthodes 
2.2.1 Souris et infection 
Toutes les expériences ont été approuvées par le comité de protection des animaux du centre 
de recherche de l’hôpital Maisonneuve-Rosemont. Les souris B6.SJL et OT-1 déficientes pour 
Rag-1 ont été croisées à l’animalerie du centre de recherche de l’hôpital Maisonneuve-
Rosemont. Les souris Notch1fl/fl (B6.129 3 1-Notch1tm2Rko/GridJ)560, Notch2fl/fl 
(B6.129SNotch2tm3Grid/J)561 et E8I-Cre (C57BL/6-Tg(Cd8a-cre)1Itan/J) ont été achetées chez 
« The Jackson Laboratory » et rétrocroisées sur fond C57BL/6. Les souris Notch1, Notch2 et 
E8I-Cre ont été croisées entre elles pour obtenir des souris E8I-Cre+/- Notch1fl/fl Notch2fl/fl (souris 
déficientes pour les récepteurs Notch1 et Notch2 uniquement dans les LT CD8 matures) ou des 
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souris Notch1fl/fl Notch2fl/fl (souris exprimant ces deux récepteurs à la surface des LT CD8 
matures). Les souris ont été infectées de façon chronique avec le virus LCMVcl13. Elles ont 
reçu une dose de 2x106 particules virales par injection intraveineuse. Le poids de chacune des 
souris infectées, ainsi que leur état de santé, ont été évalué tout au long de l’infection pour 
s’assurer du bien-être des animaux.  
 
2.2.2 Chimères hématopoïétiques 
Les souris issues du croisement CD57BL/6 (CD45.2+) X B6.SJL (CD45.1+), CD45.1.2+ ont 
été irradiées à des doses létales (12Gy) et injectées le même jour avec un mix de moelle osseuse 
(50 :50; 5 millions de cellules totales) provenant de souris sauvage (B6.SJL, CD45.1+) et de 
souris E8I-Cre+/- Notch1fl/fl Notch2fl/fl. Les souris ont été utilisées 8 semaines plus tard, le temps 
que le système hématopoïétique soit reconstitué.  
 
2.2.3 Cytométrie 
Les splénocytes ont été broyés mécaniquement à l’aide d’une lame de verre dépoli puis 
resuspendu à une concentration cellulaire de 30x106 cellules par ml dans du tampon de 
marquage. Le marquage tétramère (Tet-gp33) a été réalisé en premier, pendant 15 minutes à 
37°C dans du tampon de marquage (DMEM sans rouge de phénol en poudre ; sérum de cheval 
3% ; Hepes 30mM ; azide de soduim 1%), à l’abri de la lumière. Les monomères nous ont été 
fournis par le laboratoire d’Alain Lamarre que nous avons tétramèrisé. Pour ce faire, pour 
chaque 250µg de monomères, nous avons ajouté 5 µL de la streptavidine couplée au 
fluorochrome phycoérythrine (Pe) au 5 minutes pour un total de 80µL sous agitation faible. Les 
tétramères ont été gardés toute la nuit sous agitation à 4°C et à l’abri de la lumière. Le lendemain 
matin, le tétramère est filtré à l’aide d’une colonne amicon® Ultra 0.5ml (UFC510024). Tous 
les autres marquages de surface ont été réalisés sur glace durant 15 minutes à l’obscurité. Les 
marquages intracellulaires ont été réalisés comme décrit dans le protocole de la trousse de 
marquage des facteurs de transcription de ebioscience™. Les anticorps suivants ont été utilisés : 
de la compagnie Biolegend™ : « Brillant violet » (BV510) anti-CD8a (53-6,7 ; 100752), 
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Allophycocyanine/Cy7 (APC/Cy7) anti-CD44 (IM7 ; 103028) ; « brillant violet » (BV421) anti-
PD-1 (29F.1A12 ; 135221) ; phycoérythrine/Cy7 (PeCy7) anti-CD160 (7H1 ; 143010) ; 
Allophycocyanine (APC) anti-Tim-3 (RMT3-23 ; 119706) ; phycoérythrine (Pe) anti-IL-2 
(JES6-5H4 ; 503808) ; « Pacific Blue » (PB) anti-Granzyme B (GB11 ; 515408). De la 
compagnie eBioscience™ :  phycoérythrine (Pe) anti-Lag-3 (C9B7W ; 12-2231-81) ; 
Fluorescéine isothiocyanate (FITC) anti-2B4 (244F4 ; 11-2441) ; phycoérythrine/Cy7 (PeCy7) 
anti-T-bet (eBio4B10 ; 25-5825-82) ; « eFluor 660 » (EF660) anti-EOMES (Dan11mag ; 50-
4875-82) ; Allophycocyanine (APC) anti-TNF-a (MP6-XT22 ; 17-7321-82). De la compagnie 
« Cell Signaling Technology », nous avons utilisé l’anticorps Alexa Fluor 488 (AF488) anti-
TCF-1 (C63D9 ; 6444S). Enfin, nous avons utilisé l’anticorps Fluorescéine isothiocyanate 
(FITC) anti-IFN-g (XMG1.2 ; RM9001) provenant de la compagnie « life technologies™ ».  
 
2.2.4 Injection des anticorps bloquants  
Pour revigorer la réponse des LT CD8, les souris ont reçu une dose de 200 µg d’anticorps 
rat anti-souris PD-L1 ou 200 µg d’anticorps témoin IgG2b (10F.5C5 ou 10F.9G2) 562 aux deux 
jours entre 23 et 35 jours post-infection par voie intrapéritonéale563. Le blocage des ligands de 
la voie de signalisation Notch s’est fait par l’injection intrapéritonéale d’une dose de 5mg/kg 
d’anti-DLL1 et d’anti-DLL4 aux temps indiqués. Les anti-DLL1 et anti-DLL4 nous ont été 
fournis grâce à une collaboration avec I Maillard (Université du Michigan) et avec C Siebel 
(Genentech)532,564-566.  
 
2.2.5 Restimulation des cellules de rate in vitro 
Les cellules de la rate fraîchement isolées ont été resuspendues à une concentration de 15 
millions de cellules par ml dans du RPMI complet (Fisher) et mis en culture avec 0,5 µg/ml 
(final) de peptide GP33 (KAVYNFATC) (« New England Peptide », NEP) et 20 µg/ml (final) 
de Brefeldine A (sigma) pendant 5 heures à 37°C et 5% CO2. Les cellules ont ensuite été fixées 




2.2.6 Quantification de la charge virale  
Des cellules MC57G (ATCC) à une concentration de 8x105 cellules/ml ont été cultivées à 
37°C et 5% de CO2 pendant 4 heures en présence de lysat cellulaire (volume d’infection de 60 
µL) provenant des organes des souris infectées en plaque P24 adhérente à la suite de quoi nous 
avons ajouté 300 µl d’une solution d’« overlay » (MEM 1x ; méthylcellulose 2% ; sérum de 
veau fœtal 5% ; pénicilline et streptomycine à 100 µg/ml ; L-glutamine 50 µg/ml ; bicarbonate 
de sodium 1%). Deux jours plus tard, les cellules ont été lavées 2 fois avec du HBSS transparent 
avec calcium et magnésium et ont été fixées avec de la paraformaldehyde 4% pendant 30 
minutes. Tous les lavages s’effectuent entre chaque étape avec du PBS 1x. Les cellules ont 
ensuite été perméabilisées avec du tritonX-100 0,5% dilué dans du HBSS rouge sans calcium ni 
magnésium. Les sites de liaison non spécifique ont été bloqués avec du sérum de cheval 10% 
dilué dans du PBS 1x. Les cellules sont ensuite recouvertes de 250 µL de surnageant cellulaire 
contenant de l’anti-VL4 pendant 90 minutes à la suite de quoi nous avons fait un marquage avec 
un anticorps de chèvre anti-rat couplé à la peroxydase dilué 1 :400 dans du HBSS rouge sans 
calcium ni magnésium pendant 60 minutes. Les cellules ont ensuite été marquées avec un 
anticorps de singe anti-chèvre couplé à la peroxydase diluée 1 :750 dans du HBSS rouge sans 
calcium ni magnésium pendant 60 minutes. Enfin, nous avons incubé les cellules avec la 
solution « substrat » fraîchement préparée (Na2HPO4 à 0,05 molaire finale ; C6H5O7 à 0,025 
molaire finale ; ortho-phénylène diamine (OPD) à 0,4mg/ml ; H2O2 à 1,2% final) pendant 20 
minutes, temps durant lequel l’OPD est oxydé. La charge virale par gramme d’organe et par µL 
de sang a été calculée comme suit :  
(Nombre plage x volume dans lequel l’organe a été homogénéisé (ml)) = titre par g d'organe 
(Dilution dans la plaque x volume d’infection (ml) x poids organe (g)) 
 
                        Nombre de plage                                    = titre/µL de sang 







Les données ont été analysées avec le logiciel GraphPad™ prism version 6 par des tests de 




2.3 L’absence des récepteurs Notch1/2 corrèle avec une 
expansion clonale plus importante des LT CD8 lors d’une 
infection chronique 
Il a déjà été démontré, par notre laboratoire et par d’autres, que l’expression des 
récepteurs Notch1 et Notch2 était fortement augmentée suite à une stimulation antigénique des 
LT CD8 tandis que les récepteurs Notch3 et Notch4 ne sont pas exprimés526,527,529,530,532. Ainsi, 
la délétion génétique des récepteurs Notch1 et Notch2 est suffisante pour abolir l’activation de 
la voie de signalisation Notch au sein des LT CD8. Pour ce faire, nous avons utilisé des souris 
dont l’exon 1 de Notch1 et l’exon 3 de Notch2 ont été flanqués par des séquences loxP reconnues 
par la recombinase Cre, dont l’expression est contrôlée par le fragment E8I du promoteur de 
CD8. Or, ce fragment de promoteur est activé uniquement dans les LT CD8 suite à leur sortie 
du thymus, ce qui induit la délétion de ces récepteurs uniquement dans les LT CD8 matures 
naïfs526. Les souris sauvages (Notch1fl/fl Notch2fl/fl) sont identifiées fl/fl dans ce chapitre tandis 
que les souris dont les LT CD8 sont déficients pour Notch1 et Notch2 (E8I-Cre+/- Notch1fl/fl 
Notch2fl/fl) sont identifiées D/D. Nous avons déjà démontré que l’efficacité de délétion est 
d’environ 90% dans les LT CD8 naïfs, effecteurs et mémoires sans que cela n’affecte les 
proportions des populations de LT CD8 périphériques ni leurs phénotypes (LTn, LTe, LTm)567. 
Dans le but d’analyser le rôle de cette voie de signalisation dans la différenciation des 
LT CD8 épuisés, nous avons infecté ces souris avec la souche chronique du virus LCMV 
(LCMVcl13). Nous avons ensuite suivi, au cours du temps, la réponse lymphocytaire spécifique 
pour l’antigène de la glycoprotéine GP33 (KAVYNFATC) à l’aide d’un tétramère (Tet-GP33). 
Ainsi, nous avons analysé les proportions et les nombres des cellules CD8+CD44+Tet-GP33+ 
ainsi que la cellularité de la rate à différents stades de l’infection chronique. 8 Jours post-
infection, un stade où la chronicité de l’infection n’est pas encore établie, la proportion et les 
nombres de LT CD8 spécifiques de l’antigène GP33 sont plus importants en l’absence de Notch 
tandis que la cellularité de la rate est similaire (Figure 13A). En revanche, plus tard dans la 
réponse, les pourcentages de réponses sont similaires tandis que les nombres de LT CD8 
déficients restent plus élevés par rapport aux LT CD8 sauvages (Figure 13B, C). En accord avec 
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Figure 13. L’absence de Notch corrèle avec une plus forte expansion clonale des LT CD8 
lors d’une infection chronique. Les souris ont été infectées avec 2x106 UFP du virus 
LCMVcl13 par voie intraveineuse. La réponse lymphocytaire CD8 spécifique pour 
l’antigène GP33 a été suivie au cours du temps à l’aide d’un tétramère de molécules du 
CMHI couplées au peptide GP33 aux jours 8 (A), 15 (B) et 30 (C) post-infection dans la 
rate des souris fl/fl ou D/D. Les profils de cytométrie ainsi qu’une compilation des 
pourcentages de réponse, des nombres de LT CD8 spécifiques pour l’antigène GP33 
(CD8+CD44+Tet-gp33+) ainsi que la compilation de la cellularité de la rate sont 
représentés. L’expérience a été répétée 4 fois avec 4 souris par groupe.  
2.4 Les LT CD8 déficients pour les récepteurs Notch1 et Notch2 
expriment plus fortement les récepteurs inhibiteurs PD-1 et 
Lag-3 
Dans le but d’évaluer le rôle de la voie de signalisation Notch dans l’épuisement des 



















































































































































d’expression de plusieurs récepteurs inhibiteurs à la surface des LT CD8 Tet-GP33+ pendant la 
phase chronique de l’infection (Figure 14A, B). Les LT CD8D/D expriment plus fortement PD-1 
à jour 15 post-infection, un moment où les premiers signes d’épuisement commencent à 
apparaître, comparé aux LT CD8 fl/fl (Figure 14A). Ces derniers semblent aussi exprimer plus 
fortement le RI Lag-3 bien que cela ne soit pas statistiquement significatif. Nous obtenons le 
même résultat 30 jours après l’infection à l’exception que les différences observées à jour 15 
sont encore plus prononcées (Figure 14B). Enfin, les LT CD8D/D spécifiques de l’antigène GP33 
co-expriment plus de récepteurs inhibiteurs différents à leurs surfaces en comparairon aux LT 
fl/fl (Figure 14C). Plus précisément, une plus grande proportion de cellules T CD8D/D co-
expriment 5, 4 ou 3 RI à leur surface tandis que les cellules T CD8 sauvages en expriment 
majoritairement un ou deux (Figure 14C). Ces résultats suggèrent que l’absence de la voie de 
signalisation Notch dans les LT CD8 induit un état d’épuisement plus sévère des LT CD8 suite 
à une infection chronique, ce qui est surprenant puisqu’elle est requise pour favoriser la 






Figure 14. Les LT CD8 déficients pour les récepteurs Notch1 et Notch2 expriment plus 
fortement les RI PD-1 et Lag-3. Les souris ont été infectées telles que décrit 
précédemment. Les niveaux d’expression des marqueurs d’épuisement ont été évalués par 
cytométrie en flux sur les cellules CD8+CD44+Tet-GP33+ 15 jours (A) ou 30 jours (B) 
post-infection. Les profils de cytométrie sont représentés ainsi que les compilations de 
l’intensité moyenne de fluorescence de chacun des récepteurs inhibiteurs marqués. C) 
Représentation graphique des proportions de LT CD8 spécifique pour l’antigène GP-33 
exprimant 5, 4, 3, 2, 1 ou 0 récepteur inhibiteur à leur surface 30 jours post-infection. 












































































































































































2.5 Les LT CD8 déficients pour la voie de signalisation Notch 
sont fonctionnellement plus épuisés 
L’inhibition de la voie de signalisation Notch dans des LT CD8 en cours d’activation 
conduit généralement à une diminution de la production de cytokines qui corrèle parfois avec 
une diminution de la lyse des cellules cibles526,527,534. De plus, les résultats précédents suggèrent 
que l’absence de la voie de signalisation Notch induit un épuisement plus sévère des LT CD8 
aux stades chroniques précoces et tardifs (jour 15 et jour 30 post-infection). C’est pourquoi nous 
avons analysé dans un premier temps la capacité des LT CD8 fl/fl ou D/D à produire des 
cytokines en réponse à une courte stimulation antigénique in vitro. 8 jours post-infection, les 
proportions de LT CD8 produisant de l’IFN-g et du TNF-a sont similaires entre les LT CD8 
fl/fl et D/D (Figure 15A). Cependant, il semblerait qu’un pourcentage plus faible de LT CD8 
D/D expriment GrzmB bien que cela ne soit pas statistiquement significatif. En revanche, 15 et 
30 jours post-infection, les proportions de LT CD8 déficients capables de produire de l’IFN-g, 
du TNF-a et de la GrzmB sont plus faibles bien que ces résultats ne soient pas significatifs par 
rapport aux LT CD8 sauvages à jour 30 post-infection (Figure 15B, C).  
En plus de leur capacité à produire des cytokines, nous avons aussi analysé les 
conséquences de l’absence de la voie Notch dans les LT CD8 sur la charge virale dans différents 
organes des souris infectées. En accord avec une expression similaire d’IFN-g et de TNF-a entre 
les LT CD8 fl/fl ou D/D, nous n’observons pas de différence au niveau de la charge virale dans 
la rate et le cerveau dans le stade aigu et au stade précoce de l’épuisement (jour 8 et jour 15 
post-infection) (Figure 15D). Alors que la charge virale diminue dans les souris fl/fl au cours du 
temps, la virémie reste stable et élevée dans la rate et le cerveau des souris D/D à partir de jour 
15 post-infection. Ces résultats révèlent qu’en l’absence de la voie de signalisation Notch, les 
LT CD8 sont capables de contrôler la charge virale durant la phase aiguë (jour 8) et lors de 
l’établissement de l’état d’épuisement (jour 15), mais qu’ils perdent leur fonctionnalité dans les 
























































































































































Figure 15. L’absence de la voie de signalisation Notch induit un épuisement fonctionnel 
plus sévère des LT CD8. Les cellules de la rate, issues de souris ayant été infectées 8 jours 
(A), 15 (B) ou 30 jours (C) auparavant, ont été restimulées in vitro avec le peptide GP33 
pendant 5 heures en présence de la Brefaldine A. La production de cytokines a ensuite été 
évaluée sur la population CD8a+CD44+. Les profils de cytométrie ainsi qu’une 
compilation de la fréquence des cellules produisant de l’IFN-g, du TNF-a ou de la GzmB 
sont présentés.  D) Détection immunologique du virus rapporté par gramme d’organe (rate 
ou cerveau) de souris sauvages ou déficientes pour Notch à jour 8, 15 ou 30 post-infection.  
 
2.6 La voie de signalisation Notch est continuellement requise 
dans les LT CD8 suite à une infection chronique 
Il a été démontré que la voie de signalisation Notch agissait uniquement à des temps très 
précoces (entre jour 0 et Jour 3) de la réponse des cellules T afin d’induire ses effets délétères 
lors de la réaction du greffon contre l’hôte ou lors d’une infection aiguë (résultat non publié)568. 
Or, étant donné qu’une stimulation du RCT induit l’expression des récepteurs Notch1 et Notch2 
et que les ligands de la voie Notch sont induits par des signaux inflammatoires à la surface des 
CPA et des cellules stromales de la rate, cela suggère que la voie de signalisation Notch pourrait 
être induite continuellement dans les LT CD8 lors d’une infection chronique272,473,557. C’est 
pourquoi nous avons testé l’hypothèse selon laquelle la voie de signalisation Notch est requise 
tout au long de l’infection ou si elle est plutôt requise uniquement lors de l’activation des LT 
CD8 pour lutter contre l’épuisement de ces derniers. Pour répondre à cette question, nous avons 
réalisé deux régimes différents de traitements avec des anticorps humanisés bloquant les ligands 
de la voie Notch, DLL1 et DLL4. Ces deux ligands sont les seuls à être responsable de 
l’activation de la voie de signalisation Notch dans les LT CD4 et CD8 suite à une réaction du 
greffon contre l’hôte et lors d’une infection aiguë (résultat non publié)532,533. Ainsi, des souris 
sauvages infectées avec le virus LCMVcl13 ont été traitées avec les anticorps bloquants ou avec 
un anticorps contrôle de même isotype, une heure avant l’infection, 3 et 6 jours post-infection 
et sacrifiées à jour 9 (traitement précoce) (Figure 16A et B). Dans un second régime, les souris 
ont été traitées aux jours 21, 24 et 27 post-infection et sacrifiées 3 jours plus tard (traitement 
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tardif) (Figure 16C et D). Dans les deux régimes, l’expression de PD-1 augmente sensiblement 
après le traitement tandis que l’expression de Lag-3 n’est augmentée que suite à un traitement 
tardif. Ces résultats suggèrent que les deux ligands, DLL1 et DLL4, sont responsables de 
l’activation de la voie de signalisation Notch au sein les LT CD8 répondants à l’infection, ce 
qui contrôle l’épuisement de ces derniers. De plus, cette voie semble être activée tout au long 
de la réponse lymphocytaire pour prévenir un état d’épuisement trop important. Cependant, cette 
expérience ayant été faite qu’une seule fois, il est nécessaire de la répéter afin de pouvoir 





Figure 16. La voie de signalisation Notch est continuellement requise dans les LT CD8 
répondant à une infection chronique. A) Schéma expérimental. Des souris sauvages ont 
été infectées comme précédemment décrit. Ces dernières ont été traitées avec des 
anticorps bloquant les ligands DLL1 et DLL4 de la voie de signalisation Notch une heure 
avant l’infection puis aux jours 3 et 6 post-infection et ont été sacrifiées 3 jours plus tard. 
B) Les niveaux d’expression de PD-1 et Lag-3 ont été analysés par cytométrie en flux sur 
les cellules CD8+CD44+Tet-GP33+. C) Schéma expérimental. Dans ce deuxième 
traitement, les souris ont été traitées aux jours 21, 24 et 27 post-infection et ont été 













































































sacrifiées 3 jours plus tard. D) Analyse des niveaux d’expression des récepteurs 
inhibiteurs PD-1 et Lag-3 sur les cellules CD8+CD44+Tet-GP33+.   
 
2.7 La voie de signalisation Notch contrôle la différenciation des 
LT CD8 épuisés  
Nous avons déjà démontré que la voie de signalisation Notch contrôle la différenciation 
des LTe suite à une infection aiguë. De plus, tous les résultats suggèrent que la voie de 
signalisation agit en luttant contre l’épuisement des LT CD8. Or, il existe deux sous-populations 
de LT CD8 épuisés : les progéniteurs qui ont gardé la capacité de proliférer ainsi qu’une partie 
de leur fonctionnalité et les cellules T CD8 épuisées de façon terminale283,356. Ainsi, il est 
possible que la voie Notch contrôle ces évènements de différenciation. De plus, l’une des 
caractéristiques des cellules différenciées de façon terminale est d’exprimer plus fortement les 
RI et de les exprimer en plus grand nombre à leur surface, ce qui est le cas des LT CD8 déficients 
pour la voie Notch. Enfin, la voie Notch est connue pour contrôler l’expression de T-bet, 
EOMES et PD-1, les trois molécules définissant les sous-populations de LT CD8 
épuisés272,515,526,531,567,569. En effet, les progéniteurs expriment fortement T-bet et de façon 
intermédaire PD-1 tandis que les cellules épuisées de façon terminale expriment fortement 
EOMES et PD-1. Pour évaluer le rôle de cette voie dans la différenciation des LT épuisés, nous 
avons réalisé un marquage de ces 3 molécules sur les LT CD8 spécifiques de l’antigène GP33 
à jour 15 et 30 post-infection (Figure 17A, B). L’absence de la voie de signalisation Notch 
favorise une différenciation terminale des LT CD8 (EOMESfortPD-1fort) au détriment de la sous-
population des progéniteurs (T-betfortPD-1int) et ce, 15 et 30 jours post-infection. Toutefois les 
différences observées sont plus marquées lorsque l’épuisement est avancé à jour 30 post-
infection (Figure 17B).  
Des études plus récentes ont mis en évidence une autre sous-population de LT CD8 épuisés 
appelée LT CD8 folliculaires249,359-362. Ils expriment le marqueur des LT CD4 folliculaires 
CXCR5 et se trouvent au sein des follicules B et dans la zone des LT des ganglions de patients 
atteints du VIH ou dans les ganglions de souris infectées avec le virus LCMVcl13 
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249,359,360. Cette sous-population est caractérisée par le fait qu’elle retienne la capacité de 
proliférer et que, ce faisant, elle peut se différencier en LT CD8 non-folliculaires différenciés 
de façon terminale. De plus, suite à une immunothérapie bloquant la voie PD-1, cette sous-
population est la seule à pouvoir améliorer sa capacité de prolifération ainsi que ces fonctions 
effectrices. Elle est distincte des progéniteurs définis par l’équipe de Wherry puisqu’il existe en 
son sein des cellules exprimant fortement EOMES tandis que d’autres expriment fortement T-
bet249. En revanche, les LT CD8 folliculaires expriment tous TCF-1, un facteur de transcription 
essentiel à leur génération et qui régule négativement l’épuisement des LT CD8249,360,362,570. 
Étant donné que Notch contrôle directement l’expression de TCF-1 dans les thymocytes et qu’en 
l’absence de Notch les LT CD8 sont plus épuisés, nous avons émis l’hypothèse que les LT CD8 
déficients pour les récepteurs Notch1 et Notch2 sont incapables de se différencier en LT 
folliculaires548. Cependant, la proportion de LT CD8 D/D exprimant TCF-1 est plus importante 
en absence de la voie de signalisation Notch et ce, à tous les stades de l’infection (Figure 17C). 
Ce résultat suggère que la voie de signalisation Notch ne contrôle pas l’expression de TCF-1 
dans les LT CD8 épuisés. Le mécanisme moléculaire expliquant comment l’absence de la voie 
de signalisation Notch conduit à une plus forte génération de LT CD8 folliculaires n’est pas 




Figure 17. La voie de signalisation Notch contrôle la différenciation des LT CD8 épuisés 
suite à une infection chronique. Profil de cytométrie représentant les proportions de 
progéniteurs (T-betfortPD-1int) et de LT CD8 différenciés de façon terminale 
(EOMESfortPD-1fort) générée à 15 (A) ou 30 (B) jours post-infection dans des souris fl/fl 
ou D/D. Des compilations des proportions de ces sous-populations sont aussi représentées. 
C) Profil de cytométrie représentant l’expression du facteur de transcription TCF-1 aux 
jours 8, 15 et 30 post-infection et compilation du pourcentage de cellules TCF-1+ au sein 

















































































































































2.8 Le rôle de la voie de signalisation Notch est intrinsèque aux 
lymphocytes T CD8 
La charge virale étant plus importante dans les souris D/D entre le jour 15 et le jour 30, 
cela pourrait influencer l’inflammation dans l’environnement de ces derniers et, par conséquent, 
pourrait être à l’origine de l’épuisement plus sévère observé. Pour évaluer le rôle intrinsèque de 
la voie Notch dans les LT CD8, nous avons réalisé une expérience de chimère hématopoïétique 
mixte. Ainsi, des souris sauvages (CD45.1.2) irradiées à des doses létales ont été injectées avec 
un mélange (50 :50) de moelle osseuse provenant de souris sauvages (B6.SJL, CD45.1) ou de 
souris dont les LT CD8 sont déficients pour les récepteurs Notch1 et Notch2 (C57BL/6, 
CD45.2). Une fois le système hématopoïétique de ces souris reconstitué, elles ont été infectées 
par le virus LCMVcl13 et nous avons analysé l’épuisement des LT CD8 30 jours plus tard. 
Outre le fait que ces cellules partagent le même environnement, les LT CD8 D/D expriment plus 
fortement le RI PD-1 tandis qu’ils expriment des niveaux similaires de Lag-3 par rapport aux 
lymphocytes T fl/fl (Figure 18A). De plus, l’absence de la voie de signalisation Notch dans les 
LT CD8 favorise leur différenciation en cellules T différenciées de façon terminale au détriment 
des progéniteurs (Figure 18B). Enfin, la déficience de la voie Notch dans les cellules T CD8 
conduit à une plus faible production d’IFN-g chez les LT D/D (Figure 18C). Ces résultats 
confirment donc le rôle intrinsèque de la voie Notch dans l’épuisement des LT CD8 suite à une 




Figure 18. La voie de signalisation Notch affecte l’épuisement des LT CD8 de façon 
intrinsèque aux LT CD8. A) Des souris CD45.1.2+ ayant été irradiées à des doses létales 
ont été injectées le même jour avec un mélange (50 :50) de moelle osseuse provenant de 
souris sauvages (CD45.1+) ou de souris E8I-Cre+/- Notch1fl/fl Notch2fl/fl (CD45.2+). 8 
semaines plus tard, ces souris ont été infectées avec 2x106 UFP du virus LCMVcl13 par 
voie intraveineuse et ont été euthanasiées 30 jours post-infection. A) Profil de cytométrie 








MFI PD-1 MFI Lag-3A











































































cellules CD8+CD44+Tet-GP33+ CD45.1+ (LT sauvages) ou CD45.2+ (LT D/D) et 
compilation des intensités moyenne de fluorescence. Le trait reliant les LT CD8 sauvages 
des LT CD8 D/D représente les échantillons appariés puisqu’ils proviennent de la même 
souris. B) Profil de cytométrie représentant les proportions de progéniteurs et des LT CD8 
différenciés de façon terminale et compilation des proportions de ces sous-populations au 
sein des LT CD8 Tet-GP33+. C) Analyse de la capacité des LT CD8 sauvages ou déficients 
à produire des cytokines suite à une courte restimulation in vitro.     
 
 
2.9 La délétion génétique des récepteurs Notch1 et Notch2 ne 
permet pas de restaurer la fonctionnalité des LT CD8 suite à 
un traitement bloquant la voie PD-1, mais l’activation de la 
voie Notch n’est pas requise simultanément au traitement 
Il a déjà été démontré que, suite à un traitement bloquant le ligand PD-L1 de la voie PD-1, seuls 
les progéniteurs définis par l’équipe de Wherry (T-betfortPD-1int) sont capables de proliférer et 
de regagner leur fonctionnalité283. Cependant, d’autres équipes ont démontré plus récemment 
que seuls les LT CD8 folliculaires étaient capables de proliférer et de voir leur fonctionnalité 
restaurée suite à une immunothérapie bloquant la voie PD-1249,359,362. Or, en absence de Notch 
la différenciation terminale des LT CD8 (EOMESfortPD-1fort) est favorisée de même que la 
génération de LT CD8 folliculaires. C’est pourquoi nous avons voulu savoir s’il était possible 
de restaurer la fonctionnalité des LT CD8 déficients pour les récepteurs Notch. Pour ce faire, 
nous avons traité des souris sauvages ou des souris dont les LT CD8 sont déficients pour les 
récepteurs Notch1 et Notch2 à l’aide d’anticorps bloquant le ligand PD-L1 aux deux jours entre 
le jour 23 et le 35 post-infection. La charge virale a été analysée 2 jours plus tard (jour 37 post-
infection) dans le sang et le foie (Figure 19A). Suite au traitement, la charge virale devient 
indétectable dans la rate et le sang des souris sauvages tandis qu’elle reste forte dans les organes 
de souris D/D (Figure 19A).  
Le résultat précédent suggère que la voie de signalisation Notch est requise pour 
restaurer la fonctionnalité des LT CD8, mais nous ne savons pas si elle est requise 
simultanément au traitement. Pour répondre à cette question, nous avons traité des souris 
 
 143 
sauvages à l’aide d’anticorps bloquant le ligand PD-L1 comme précédemment décrit. 
Cependant, certaines souris ont aussi reçu des anticorps bloquant les ligands DLL1et DLL4 de 
la voie Notch suivant le même régime que pour l’anti-PD-L1. Des anticorps témoins ont été 
injectés comme contrôle. Tel qu’attendu, le traitement des souris avec l’anticorps bloquant PD-
L1 conduit à une élimination totale de la charge virale dans le sang (Figure 19B). Au contraire, 
l’injection d’anticorps bloquants la voie de signalisation Notch n’a pas d’effet sur la virémie des 
souris bien que celle-ci semble un peu plus élevée que celle des souris contrôles. Enfin, le double 
traitement des souris ne semble pas empêcher de restaurer la fonctionnalité des LT CD8 puisque 
trois des quatre souris ont éliminé le virus dans le sang. Cette expérience n’ayant été faite qu’une 
seule fois, il est important de la répéter afin de pouvoir confirmer ces résultats. 
 
 
Figure 19.   La délétion génétique des récepteurs Notch1 et Notch2 empêche de restaurer 
la fonctionnalité des LT CD8 suite à un traitement bloquant la voie de signalisation PD-1 
mais n’est pas requise durant le traitement. A) Des souris sauvages ou des souris dont les 
LT CD8 sont déficients pour la voie Notch ont été infectées comme décrit précédemment 

































































ligand PD-L1 soit avec un anticorps témoins aux deux jours, entre le jour 23 et le jour 35 
post-infection. Les souris ont été sacrifiées 2 jours plus tard. Le nombre d’UFP par µL de 
sang ou par gramme de foie est représenté. B) Même expérience qu’en A) à l’exception 
que seules des souris sauvages ont été utilisées. Celles-ci ont été traitées avec des anticorps 
bloquant les ligands DLL1 et DLL4 avec ou sans traitement anti-PD-L1. Le nombre 













































3.  Rôle de la voie de signalisation Notch dans les LT CD8 
lors d’une réponse aiguë 
Nous avons choisi de réaliser notre étude avec le modèle d’infection par L. 
monocytogenes, car c’est l’un des modèles les plus utilisés pour étudier la biologie des 
lymphocytes T et en particulier pour étudier tous les évenements moléculaires s’effectuant 
depuis l’activation des LT CD8 jusqu’à leur différenciation en LTm571. Il a en effet été démontré 
que ce sont les cellules T qui sont responsables d’éliminer ce pathogène572. Ceci s’explique par 
le fait que L. monocytogenese est une bactérie intracellulaire, elle se réplique dans le cytoplasme 
des cellules hôtes, ce qui conduit la présentation des antigènes par le CMHI, permettant ainsi 
une réponse lymphocytaire CD8 robuste. Cette réponse T a très bien été caractérisée, ce qui est 
un atout important pour étudier le rôle d’une molécule dans la réponse des LT CD8. Cependant, 
bien que cette bactérie intracellulaire soit aussi responsable d’infecter les êtres humains, il est 
possible que la voie d’injection par intraveineuse dans notre cas ne reflète pas parfaitement ce 
qui se passerait chez d’autres mammifères. En effet, chez l’homme, la bactérie doit être ingérée 
et elle doit passer la barrière intestinale avant d’infecter les organes internes, ce qui induit une 
gastro-entérite. Au contraire, dans notre cas, la bactérie est directement injectée dans le sang 
conduisant à une infection systémique, ce qui pourrait induire des différences importantes dans 
la réponse lymphocytaire T.  
L’infection aiguë induite par Lm-OVA ou la vaccination de souris fl/fl ou D/D a révélé un 
rôle essentiel de cette voie de signalisation dans la différenciation terminale des LTe CD8 et 
dans l’acquisition des fonctions effectrices. De plus, grâce à l’utilisation de ces deux modèles 
d’immunisation, nous avons découvert que cette voie de signalisation est particulièrement 
importante pour la production de cytokines dans un contexte où l’inflammation est faible. Ainsi, 
ce premier article a permis de répondre partiellement à mon premier objectif de thèse. En effet, 
si nous avons découvert le rôle de cette voie dans la réponse lymphocytaire CD8, nous ne savons 




3.1 La voie de signalisation Notch dans la réponse effectrice des 
LT CD8 
 
3.1.1 Choix de différenciation SLEC/MPEC 
Il existe trois sous-populations majeures de LT CD8 au pic de la réponse : les EEC, qui 
ont été activés récemment et qui n’ont pas encore fait le choix de se différencier en SLEC ou en 
MPEC, les SLEC, qui meurent par apoptose durant la phase de contraction, et les MPEC, qui 
survivent et se différencient au cours du temps en LTm60,69. Nous avons découvert que l’absence 
de la voie de signalisation au sein des LT CD8 conduit à une diminution drastique de la 
génération de SLEC suite à une infection et qu’elle est quasiment abolie lors d’une vaccination. 
Cette diminution de SLEC est accompagnée par une augmentation des proportions de EEC, 
suggérant que cette voie est essentielle pour induire le programme transcriptionnel permettant 
la transition des EEC en SLEC. Or, nous savons que la génération des SLEC est proportionnelle 
à l’inflammation induite par le pathogène. En effet, les cytokines IL-2 et IL-12 induisent 
l’expression des facteurs de transcription T-bet et Blimp-1, tous deux essentiels pour induire le 
programme génétique spécifique aux SLEC124,171,172,573,574. Nos différentes hypothèses de travail 
seront discutées ci-dessous.  
Un signal important pour la génération des SLEC est l’activation soutenue de la voie de 
signalisation à l’IL-2. En effet, l’IL-2 est principalement produite par les LT CD4 et LT CD8 
tandis que l’expression de la chaîne de haute affinité du récepteur à l’IL-2 (CD25) est 
rapidement induite suite à une stimulation antigénique. Il a par ailleurs été montré que les 
cellules qui maintiennent l’expression de CD25 au cours du temps sont celles qui se 
différencient en SLEC124,210. L’activation de la voie de signalisation de l’IL-2 induit notamment 
l’expression du facteur de transcription Blimp-1, favorisant ainsi la différenciation des EEC en 
SLEC170-172,212,574. Enfin, de nombreuses évidences suggèrent que Notch contrôle directement 
l’expression de CD25 dans les thymocytes immatures ainsi que dans les cellules T512,549,559. 
Nous avons donc analysé l’expression de CD25 avant le pic de la réponse lymphocytaire CD8 
(jour4 ou jour5 post-vaccination ou infection). La proportion de cellules exprimant CD25 est 
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grandement diminuée 4 jours post-infection ou 3 jours post-vaccination en l’absence de la voie 
de signalisation Notch (article 1). De plus, les cellules qui l’expriment en expriment de plus 
faibles quantités par rapport au LT CD8 sauvages. Ces résultats suggèrent que Notch contrôle 
la génération de SLEC en contrôlant l’expression de CD25. Ainsi, une plus faible activation de 
la voie à l’IL-2 conduirait à une plus faible induction de l’expression de Blimp-1, ce qui 
empêcherait la mise en place du programme transcriptionnel spécifique au SLEC. Cependant, 
restaurer l’expression de CD25 dans les LT CD8D/D n’est pas suffisant pour restaurer la 
génération des SLEC (résultats non publiés), suggérant que la voie Notch, en plus de contrôler 
l’expression de CD25, agit par un autre mécanisme pour contrôler la génération des SLEC. 
Étant donné que la voie de signalisation à l’IL-2 semble plus faiblement activée dans les 
LT CD8 déficients pour la voie de signalisation Notch, nous nous attendions à avoir une plus 
faible expression du facteur de transcription Blimp-1. De plus, il existe plusieurs évidences 
suggérant que le NICD contrôle directement l’expression de T-bet, ce qui pourrait être un second 
mécanisme par lequel la voie Notch contrôle la génération de SLEC515,528,569. Pour tester cela, 
nous avons tout d’abord démontré que l’expression de T-bet, au pic de la réponse, est un peu 
plus faible dans les LTe déficients pour la voie Notch suite à une infection alors que son 
expression est inchangée lors d’une vaccination. Or, il a déjà été démontré qu’il faut une 
diminution d’expression d’environ 50% de T-bet pour observer un effet sur la génération de 
SLEC575. Ainsi, le fait que son expression ne soit que faiblement diminuée suite à une infection 
tandis qu’elle reste stable lors d’une immunisation suggère que la voie de signalisation Notch 
contrôle la génération des SLEC indépendamment de T-bet. Ces résultats sont en accord avec 
deux études précédentes dans lesquelles l’absence de la voie de signalisation Notch n’affecte 
pas l’expression de T-bet au sein des LT CD4 et CD8, dans le cadre de la réaction du greffon 
contre l’hôte535,536. De la même façon, nous avons évalué les niveaux d’expression du facteur 
de transcription Blimp-1. Cependant, la délétion génétique des récepteurs Notch1 et Notch2 
dans les LT CD8 n’induit aucune différence d’expression de ce facteur de transcription, ce qui 
suggère que la voie Notch ne contrôle pas la génération de SLEC en induisant l’expression de 
Blimp-1. Ce résultat est surprenant compte tenu du fait que la voie de l’IL-2 est plus faiblement 
exprimée dans les LT CD8 déficients pour Notch. Cependant, d’autres signaux sont capables 
d’induire l’expression de Blimp-1 tel que l’IL-12 qui est capable de compenser l’absence d’IL-
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2 pour induire Blimp-1 et T-bet173. Le fait que la voie de signalisation Notch contrôle la 
génération des SLEC sans affecter l’expression des deux facteurs de transcription essentiels à 
leur génération est intrigant. Cela suggère soit que la voie de signalisation Notch pourrait 
contrôler l’expression d’un facteur de transcription encore inconnu et essentiel à la génération 
de SLEC, soit que le NICD agit en collaborant aux promoteurs des gènes cibles avec les facteurs 
de transcription T-bet et/ou Blimp-1 pour induire le programme transcriptionnel induisant la 
différenciation SLEC. De tels mécanismes de collaboration sont déjà connus entre les FT 
EOMES, NFkB et le NICD au promoteur de l’IFN-g pour induire son expression maximale dans 
les LT CD8509,526,527. Il a aussi été montré que le NICD est responsable du recrutement du facteur 
de transcription CREB-1 au promoteur de la perforine pour induire son expression526. La 
présence des deux facteurs de transcription est requise pour une expression maximale.  
Il est aussi possible que la voie de signalisation Notch contrôle la génération des SLEC 
via son action sur le métabolisme des cellules. En effet, suite à leur activation, les LT CD8 
proliférent massivement et acquièrent leurs fonctions effectrices. Pour ce faire, elles doivent 
adapter leur métabolisme de la bêta oxydation des acides gras à la glycolyse576. Ainsi, les 
cellules ont besoin d’augmenter leur apport en glucose, en acides aminés et en métaux. Les 
signaux provenant du RCT, de la costimulation et de diverses cytokines telles que l’IL-2 ou 
l’IL-12 permettent l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR, permettant ainsi le changement de 
métabolisme des LT CD8 en cours d’activation. Or, la voie de signalisation Notch peut affecter 
plusieurs aspects des mécanismes permettant ce changement de métabolisme et sont discutés ci-
après. 
Il a été démontré que la voie de signalisation Notch contrôle directement l’expression du 
transporteur de glucose (Glut1), du transporteur de la transferrine CD71 ainsi que du 
transporteur d’acide aminé CD98 chez la drosophile et dans les cellules T murines508,577-580. De 
plus, la voie de signalisation Notch contrôle aussi l’expression de deux enzymes impliquées 
dans la glycolyse, l’hexokinase A (hex-A) et la lactate deshydrogénase (impl3), chez la 
drosophile tandis que la suractivation de la voie Notch augmente la glycolyse de cellules 
tumorales, ce qui favorise leur croissance579,581. Ainsi, l’absence de Notch dans les LT CD8 
pourrait être responsable d’une activité glycolytique diminuée, ce qui ne permettrait pas une 
différenciation terminale de ces derniers. 
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Le changement de métabolisme est initié, en partie, par l’activation de la voie PI3K-Akt-
mTOR. Or, l’absence de la voie de signalisation Notch corrèle avec une plus faible activation 
de cette voie dans les LT CD8 lors d’une infection aiguë induite par Lm-OVA ou par le virus 
de la grippe (résultat non publié)473. Ce phénotype pourrait s’expliquer par le fait que la protéine 
PTEN, exprimée par les LT CD8 naïfs, est responsable d’inhiber l’activation de la voie PI3K-
Akt-mTOR. Il est en effet connu que la voie Notch régule négativement l’expression de PTEN 
dans les thymocytes. En effet, la voie Notch induit l’expression de Hes-1, un facteur de 
transcription capable de réprimer l’expression de PTEN, ce qui favorise la signalisation du pré-
RCT, conduisant ainsi à la différenciation des thymocytes582. En absence de la voie Notch, la 
protéine Hes-1 ne serait donc pas induite et PTEN resterait fortement exprimée, ce qui pourrait 
inhiber l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR, essentielle à la différenciation terminale des 
LT CD8. Cependant, les niveaux d’expression de PTEN sont diminués de façon similaire entre 
les LT CD8 fl/fl et D/D à jour 3 post-infection comparés aux LTn (résultat non publié). De plus, 
l’infection de souris dont les LT CD8 sont spécifiquement déficients pour Hes-1 ne conduit pas 
à une plus faible génération de SLEC (résultat non publié). Ces résultats suggèrent que la voie 
de signalisation Notch n’impacte pas l’activation de la voie PI3K-mTOR-Akt en contrôlant 
l’expression de PTEN. De plus, la protéine Hes-1, qui est une cible transcriptionnelle de Notch 
n’est pas impliquée dans la génération des SLEC.  
La génération de SLEC est fortement diminuée dans les LT CD8D/D suite à une infection 
aiguë, mais est quasiment abolie lors d’une vaccination (article 1). Dans le cas d’une infection, 
l’inflammation générée par le pathogène est très importante, ce qui pourrait compenser 
l’absence de la voie Notch. En effet, l’inflammation induite par l’infection et notamment l’IL-
12 et l’IL-2 sont responsable de la forte induction des FT T-bet et BLIMP-1 dont on connaît 
l’importance pour la génération de SLEC124,170,172,210. Or, lors d’immunisation avec les CD, la 
production d’IL-12 et d’IL-2 ainsi que l’induction des FT T-bet et BLIMP-1 sont moins 




3.1.2 Notch contrôle les fonctions effectrices des LT CD8 
Nous avons démontré un rôle important de la voie de signalisation Notch dans la 
fonctionnalité des LT CD8 (article 1). En effet, l’absence de cette voie conduit à une plus faible 
production d’IFN-g, de TNF-a et d’IL-2 suite à une vaccination tandis que seule l’IFN-g est 
légèrement diminuée lors d’une infection aiguë. Cela a des conséquences fonctionnelles puisque 
la capacité à éliminer l’infection bactérienne est diminuée suite à une vaccination uniquement. 
Ces résultats suggèrent un rôle de la voie Notch plus important dans des modèles où 
l’inflammation est faible. En effet, l’absence de signaux inflammatoires pourrait limiter 
l’activation de facteurs de transcription importants pour l’expression des cytokines et plus 
particulièrement l’IL-2 et le TNF-a, les deux cytokines dont l’expression est affectée 
uniquement suite à une vaccination. L’infection induite par Lm est connue pour induire 
l’expression de l’IL-12 par les cellules de l’immunité innée. Or, cette cytokine induit l’activation 
des protéines STAT4 et induit l’expression de T-bet, deux protéines connues pour induire 
l’expression de l’IFN-g. De plus, il est connu que le NICD, EOMES et T-bet collaborent au 
promoteur de l’IFN-g pour induire son expression42,77,509,526,527,545,556,583,584. Ainsi, l’expression 
maximale de cette cytokine pourrait être la conséquence d’un effet collaboratif de ces FT. Ainsi, 
dans un environnement inflammatoire, la présence de Notch n’est que faiblement requise pour 
l’induction maximale de l’IFN-g. Cependant, dans le cas de vaccination par des CD, la 
production d’IL-12 est beaucoup plus faible, ce qui corrèle avec une plus faible expression de 
T-bet dans les LT CD8573,585. Ainsi, la présence de T-bet et de STAT4 au promoteur de l’IFN-g 
pourrait être limitante. Ainsi, la présence du NICD au promoteur de l’IFN-g serait plus 
importante pour induire son expression. Dans le but de tester cette hypothèse, nous souhaiterions 
immuniser des souris fl/fl ou D/D avec des CD chargées avec le peptide OVA en présence ou 
non d’une infection avec la souche sauvage de Lm n’exprimant pas l’ovalbumine. Si notre 
hypothèse est validée, l’expression de l’IFN-g devrait être plus forte dans les souris D/D 
immunisée avec des CD en présence de l’infection comparée à des souris D/D immunisées, mais 
non infectées. Dans le but d’identifier plus précisément le rôle de l’IL-12, il est envisageable 
d’infecter des souris fl/fl ou D/D avec Lm-OVA et de bloquer la voie de l’IL-12 avec des 
anticorps. Ainsi, les LT CD8 des souris traitées avec l’anticorps bloquant ne percevraient plus 
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ce signal. Nous nous attendons donc à une expression plus faible de l’IFN-g dans le cas des 
souris traitées. 
 
3.1.3 Notch et la génération de LT mémoires 
L’absence de la voie de signalisation Notch n’empêche pas la génération de LTm 
fonctionnels suite à une infection aiguë et conduit même à un taux de génération de LTm plus 
élevé lors d’une vaccination des souris. Cependant, ces derniers sont incapables de produire de 
l’IFN-g en réponse à une courte restimulation in vitro. Ces résultats sont intrigants, car au pic 
de la réponse, la déficience de Notch corrèle avec une plus forte expansion clonale et une plus 
grande proportion de MPEC suite à une infection tandis que l’expansion clonale et les 
proportions de MPEC sont similaires aux LT CD8 sauvages suite à la vaccination. Une 
explication possible de cette plus forte génération de LTm pourrait être que les LTe déficients 
pour Notch produisent moins d’IFN-g. Cette cytokine est en effet responsable de la mort de ces 
derniers lors de la phase de contraction81,586. Une autre possibilité qui pourrait expliquer la plus 
forte génération de LT mémoires réside dans le fait que les LT CD8 déficients pour Notch sont 
plus protégés des anticorps anti-CD8 injectés par voie intraveineuse que les LT CD8 sauvages 
lors d’une infection par le virus de la grippe dans la rate473. Cela suggère qu’ils se situent 
majoritairement dans la pulpe blanche tandis qu’une plus forte proportion des LT CD8 sauvages 
se localisent dans la pulpe rouge139,587,588. Or, il a été démontré que les LT CD8 destinés à mourir 
par apoptose (SLEC) localisent préférentiellement dans la pulpe rouge tandis que les cellules 
qui  survivent à long terme (MPEC) localisent préférentiellement dans la zone des cellules T, 
au sein de la pulpe blanche589. En effet, la localisation des MPEC vers la zone T de la pulpe 
blanche est la conséquence de la plus forte expression du récepteur CCR7 à leur surface. Ce 
récepteur peut alors interagir avec les chimiokines CCL-19 et CCL-21 produites par les cellules 
stromales gp38+ présentent dans la zone T. Or, ces dernières produisent aussi le facteur de survie 
IL-7, ce qui pourrait les avantager pour leur survie. Ainsi la voie de signalisation Notch favorise 
la localisation des LT CD8 dans la pulpe blanche, probablement en contrôlant l’expression du 
récepteur au chimiokine CCR7, favorisant ainsi la survie des LTe permettant ainsi la génération 
de LT CD8 mémoires590.  
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Il est surprenant que l’absence de la voie de signalisation n’empêche pas la génération 
de LT CD8 mémoires puisqu’il a été démontré que la voie canonique de Notch est essentielle à 
la maintenance des LTm CD4580. En effet, la délétion de la protéine RBPJk dans les LT CD4 
n’empêche pas la génération de LTe suite à une immunisation avec de l’adjuvant de Freund 
contenant le peptide OVA, mais leur nombre commence à décliner à partir de jour 10 post-
immunisation. Les auteurs ont démontré que la voie Notch contrôlait la survie des LTm CD4 
par le contrôle transcriptionnel direct du transporteur de glucose Glut1. De façon intéressante, 
l’absence de la voie de signalisation Notch n’affecte pas la signalisation de la voie de l’IL-7 ni 
la voie de mTOR580.  
Il a été démontré que les facteurs de transcription Bcl-6 et Ikaros peuvent réprimer 
sélectivement certains gènes normalement induits par la voie de signalisation Notch (Figure 20) 
591-594. En effet, une étude démontre que Bcl-6 est capable d’interagir directement avec le NICD. 
Cette interaction exclue la protéine Maml1 du complexe NICD-RBPJk et favorise le 
recrutement de la déacétylase Sirt1 (Figure 20). Cela a pour conséquence de réprimer 
l’expression de Hes-5, une cible directe du NICD591. Alors même que la voie Notch est activée, 
le gène Hes-5 est spécifiquement réprimé lors de la neurogenèse en présence de Bcl-6. Cette 
protéine pourrait ainsi être responsable d’inhiber les gènes responsables de la différenciation 
terminale (SLEC) induite par la voie Notch, en plus de favoriser l’expression de gènes 
essentielle à la génération des LTm. Le choix de différenciation SLEC/MPEC pourrait donc 
être, en partie la conséquence d’une balance entre le NICD et Bcl-6. En accord avec cela, il a 
été démontré que l’expression de Bcl-6 est rapidement diminuée suite à l’activation des LT CD8 
et que la voie de signalisation de l’IL-2 régule négativement son expression210. Or, les récepteurs 
Notch sont rapidement induits et le NICD peut alors permettre la mise en place des fonctions 
effectrices et induire la différenciation des LT CD8. Ainsi, on s’attendrait à ce que les cellules 
qui maintiennent leur expression de CD25 au cours de la réponse n’expriment que de faible 
quantité de Bcl-6. Parallèlement à cela, la voie de l’IL-2 permet l’expression de Blimp-1, ce qui 
conduira avec la collaboration du NICD à l’induction du programme transcriptionnel spécifique 
des SLEC.  
Le facteur de transcription Ikaros est capable de se fixer au mêmes séquences d’ADN 
que celle de RBPJk et inhiber la transcription de gènes cibles spécifiques de la voie Notch 
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(Figure 20)592-594. Ainsi, nous ne pouvons pas exclure un rôle positif d’Ikaros dans la génération 
de LTm. En accord avec cela, l’expression d’Ikaros est diminuée dans les LTe en présence d’IL-
2 ou d’IL-12 et est fortement exprimée dans les LTn, les LTm et les MPEC595. L’absence 
d’activité de cette protéine a les effets opposés à ceux que l’on observe en l’absence de Notch, 
notamment une plus forte expression de CD25, de l’IL-2, de l’IFN-g et de la GrzmB, ce qui 
corrèle avec un meilleur contrôle de la charge bactérienne suite à une infection par Lm ou à un 
meilleur contrôle de la croissance tumorale595,596. Tous ces éléments suggèrent que, comme pour 
Bcl-6, l’expression d’Ikaros est diminuée en réponse à un environnement inflammatoire 
permettant à la voie de signalisation Notch d’être activée de façon optimale pour diriger la 
génération des SLEC. Au contraire, une plus forte expression d’Ikaros dans les MPEC 
permettrait d’inhiber l’action de la voie de signalisation Notch favorisant ainsi la génération de 
LTm.  
 
Figure 20. Modèle hypothétique de la régulation de la voie de signalisation Notch par 
Bcl-6 et IKAROS dans les LT CD8 en cours d’activation. A) Le maintien de l’expression 
de CD25 ainsi que la signalisation de l’IL-12R inhibe l’expression de Bcl-6 et IKAROS 
dans les précurseurs de SLEC. Simultanément, la voie de signalisation Notch est activée 
et le NICD induit l’expression de gènes cibles importants pour la génération des SLEC. 
B) En l’absence de signaux induits par l’IL-2R ou l’IL-12R, Bcl-6 et IKAROS sont 































la transcription, mais recrute la déacétylase Sirt1 ce qui empêche la transcription des gènes 
cibles de la voie Notch. Par ailleurs, la protéine IKAROS peut entrer en compétition avec 
RBPJk pour lier l’ADN, un mécanisme qui empêche aussi la transcription des gènes cibles 
de Notch.  
   
3.1.4 Modèle du rôle de la voie de signalisation Notch dans la 
différenciation SLEC/MPEC 
Notre équipe ainsi que celle du Dr Amsen a démontré un rôle essentiel de la voie Notch 
dans la génération des SLEC suite à une vaccination ou à une infection aiguë (article1)473. Ce 
défaut de différenciation n’est pas la conséquence d’une plus faible expression de T-bet ou 
Blimp-1, les deux facteurs de transcription connus comme étant essentiels pour induire le 
programme transcriptionnel spécifique des SLEC. Cependant, nous avons démontré que la 
proportion de LT CD8D/D qui expriment CD25 est grandement diminuée à jour 4 et 5 post-
vaccination ou post-infection respectivement, ce qui suggère une plus faible activation de la 
voie PI3K-Akt-mTOR. Or, l’activation de cette voie est essentielle pour le changement de 
métabolisme nécessaire pour supporter la prolifération et la fonctionnalité des cellules T 
différenciées de façon terminale597,598. De plus, notre laboratoire ainsi que celui du Dr Amsen a 
démontré que cette voie est plus faiblement activée dans les LT CD8D/D suite à une infection 
aiguë (résultat non publié) (Figure 21)473. Cependant, surexprimer la protéine CD25 dans les LT 
CD8D/D n’est pas suffisante pour restaurer la génération de SLEC (résultat non publié). De plus, 
augmenter la biodisponibilité de l’IL-2 lors de la vaccination des souris ne permet pas non plus 
de restaurer la génération de SLEC (article 1). Il serait nécessaire de vérifier que la surexpression 
de CD25 conduit bien à une activation de la voie à l’IL-2, car il est possible que la surexpression 
de CD25 ne permette pas de former des récepteurs fonctionnels à la surface des cellules (stress 
du réticulum endoplasmique par exemple). Il est aussi possible que l’expression induite par le 
vecteur codant CD25 ne soit pas suffisamment forte pour avoir un effet biologique suffisant. Il 
est possible que la plus faible activation de la PI3K-Akt-mTOR ne soit pas uniquement la cause 
d’une plus faible activation de la voie à l’IL-2 puisque de nombreux signaux conduisent à 
l’activation de cette dernière. Ainsi, il est possible que l’absence de la voie de signalisation 
Notch affecte négativement d’autres voies dont on ne sait pas encore qu’elles sont régulées par 
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Notch et qui participent à l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR. En plus de son rôle dans la 
transition métabolique nécessaire à la génération de SLEC, il est possible que la voie Notch 
affecte la glycolyse des cellules T par le contrôle transcriptionnel direct des transporteurs de 
glucose (Glut1), d’acides aminés (CD98) et du transporteur de transferrine (CD71) (Figure 21). 
Enfin, la voie Notch pourrait être responsable de réguler directement l’expression d’un FT 
encore inconnu et essentiel à l’établissement du programme transcriptionnel spécifique des 
SLEC ou encore que le NICD agissent directement aux promoteurs des gènes cibles en 
collaborant avec les FT T-bet et Blimp-1 (Figure 21). Ainsi, la voie de signalisation pourrait 
agir comme une clé de voûte de la génération de SLEC en contrôlant différents aspects essentiels 
à la génération des SLEC.  
 
Figure 21. Schématisation du rôle de la voie de signalisation Notch dans la génération 
des SLEC suite à une infection aiguë. Suite à l’activation de la voie de signalisation Notch, 
le NICD migre jusqu’au noyau où il peut induire l’expression d’un FT encore inconnu et 
essentiel à la génération de SLEC ou agir directement en collaborant avec T-bet et Blimp-
1 pour induire le programme transcriptionnel SLEC (panel de gauche). Le NICD pourrait 
aussi contrôler l’expression de Glut1, CD98, CD71 ou d’une autre protéine encore non 
identifiée ce qui favorisera un métabolisme favorable à la génération des SLEC (panel du 
milieu). À droite, le NICD pourrait contrôler directement l’expression de CD25 ce qui 
améliorera grandement l’activation de la voie à l’IL-2. Cela aura pour conséquence 
d’activer la voie PI3K-Akt-mTOR ce qui favorisera l’adaptation métabolique nécessaire 



















Nous avons découvert un rôle essentiel de la voie de signalisation Notch dans la 
différenciation terminale ainsi que dans l’acquisition des fonctions effectrices des LTe CD8. 
Concernant son rôle dans l’établissement de la fonctionnalité des cellules T, il est facile 
d’imaginer que cette voie contrôle directement l’expression des cytokines et des molécules 
effectrices telles que la granzyme B ou la perforine par fixation directe du NICD à leurs 
promoteurs tel que cela a déjà été décrit dans d’autres types cellulaires bien que cela soit encore 
à prouver pour certaines de ces molécules dans les LT CD8. Cependant, son rôle dans le choix 
de différenciation des LT CD8 reste obscur. En effet, la diminution drastique de la génération 
de SLEC en absence de la voie Notch ne s’accompagne pas d’une diminution de l’expression 
des deux facteurs de transcription connus pour être indispensables à ce mécanisme. Cela suggère 
que cette voie de signalisation induit l’expression d’une protéine encore inconnue et qui serait 
capitale dans la différenciation terminale des SLEC. Une autre hypothèse implique que le NICD 
collabore avec d’autres facteurs de transcription tels que T-bet et Blimp-1 pour induire la 
transcription optimale du programme transcriptionnel SLEC. Ainsi, pour comprendre comment 
la voie de signalisation Notch contrôle ce choix de différenciation, nous souhaiterions 
déterminer quelles sont les cibles transcriptionnelles directes et indirectes de la voie de 
signalisation Notch dans les LT CD8 à des temps précoces de la réponse, avant que ces choix 
de différenciation ne soient effectués. Pour ce faire, nous allons réaliser le séquençage et la 
quantification de tous les ARNm (RNA-séq) présents dans les LT CD8 3 jours post-infection 
pour déterminer le profil transcriptionnel induit par la déficience de la voie de signalisation 
Notch. Ainsi, il sera possible d’identifier parmi les gènes différentiellement exprimés ceux qui 
pourraient être impliqués dans la génération des SLEC. Nous avons déterminé que le jour 3 
post-infection est cohérent puisque le blocage de la voie Notch par des anticorps bloquant les 
ligands DLL1 et DLL4 à jour 0 et 3 conduit à une diminution de la génération des SLEC 
similaires à celle observée dans les LT CD8 D/D tandis qu’un blocage de ces ligands uniquement 
à jour 3,5 post-infection n’a plus d’effet sur la génération des SLEC (résultats non publiés). 
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Ainsi, ces résultats suggèrent que la voie Notch agit entre le jour 0 et le jour 3,5 pour induire 
son effet sur la génération de SLEC. Le rôle de gènes identifiés par le RNA-séq sera testé par 
surexpression ou invalidation de leur expression dans des LT CD8 activés. Cette expérience 
permettra aussi d’identifier quelles sont les molécules effectrices, mais aussi quelles sont les 
voies (métabolique, glycolytique par exemple) qui sont contrôlées par la voie de signalisation. 
Il sera aussi possible de savoir si la voie de signalisation semble affecter la migration des LT 
CD8 en déterminant si celle-ci contrôle l’expression de récepteurs aux chimiokines notamment. 
Une telle expérience de RNA-séq a déjà été effectuée dans des LT CD8 sauvages et déficients 
pour les récepteurs Notch1 et Notch2 suite à une infection de la grippe chez la souris473. 
Cependant, ce dernier ayant été réalisé au pic de la réponse, après que les évènements de 
différenciations aient eu lieu, il ne met en évidence que les conséquences d’un défaut de 
différenciation en SLEC et non les causes. En effet, cette expérience révèle que plus de 40% des 
gènes spécifiquement exprimés dans les SLEC sont plus faiblement représentés des LT CD8D/D 
tandis que 36% des gènes signature des MPEC sont plus fortement exprimés en l’absence de 
Notch comparé aux LT CD8 sauvages.  
Les cibles transcriptionnelles directes de la voie de signalisation Notch pourraient être 
identifiées par une expérience d’immunoprécipitation de la chromatine à l’aide d’anticorps 
dirigés contre le NICD et RBPJk suivi du séquençage à haut débit (Chip-séq). Cette expérience 
sera effectuée à des temps précoces suite à l’activation in vitro des LT CD8 en présence de 
ligands pour la voie de signalisation Notch. La comparaison des résultats des expériences de 
RNA-séq et de Chip-séq nous permettra de nous assurer que la liaison du NICD à l’ADN est 
bien responsable de la régulation transcriptionnelle du gène identifié. Il sera aussi possible de 
savoir si CD25 est une cible transcriptionnelle directe de Notch. De plus, l’analyse bio-
informatique des résultats générés par l’expérience de Chip-séq nous permettra d’identifier la 
présence de séquences spécifiquement reconnues par d’autres facteurs de transcription aux 
alentours de celles spécifiques du complexe NICD-RBPJk. Cela permettra d’identifier 
d’éventuels évènements de collaboration entre le NICD et d’autres FT tels que T-bet et Blimp-
1 pour induire la transcription de gènes cibles. Dans le cas où des séquences consensus 
spécifiques d’autres FT seraient trouvées proches de celui spécifique au NICD, nous testerons 
l’effet collaboratif de ces FT en supprimant l’expression de chacun de ces FT individuellement 
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et simultanément. Nous analyserons aussi l’effet collaboratif sur la transcription à l’aide d’un 
rapporteur luciférase contenant le fragment de promoteur identifié.   
Étant donné que la voie de signalisation Notch influence positivement l’activation de la 
voie PI3K-Akt-mTOR, nous souhaiterions analyser l’effet de l’absence des récepteurs Notch1 
et Notch2 sur le métabolisme des LT CD8473. Dans un premier temps, nous allons vérifier que 
dans nos modèles d’infection et de vaccination, la voie PI3K-Akt-mTOR est moins activée par 
cytométrie en flux. Des résultats préliminaires effectués sur des effecteurs à jour 3 post-infection 
suggèrent une plus faible expression de la forme phosphorylée de la protéine S6, du transporteur 
d’acides aminés CD98, du transporteur de transferrine CD71 (résultats non publiés).Ensuite, 
nous souhaitons analyser les conséquences biologiques de la diminution d’activation de cette 
voie en comparant les taux de consommation d’oxygène (respiration cellulaire) ainsi que le taux 
d’acidification extracellulaire (glycolyse).  
Enfin, la génération des SLEC est influencée par la localisation des LT CD8 au sein de 
la rate. Or, la déficience de la voie de signalisation Notch dans les LT CD8 impacte la 
localisation de ces derniers dans la rate puisqu’ils sont en plus grand nombre dans la pulpe 
blanche. Ainsi, il serait intéressant d’analyser le rôle de la voie Notch sur l’expression de 
récepteurs aux chimiokines. L’expérience de RNA-séq décrite ci-dessus répondra à cette 
question.   
   
3.1.5.2 Modalités d’activation de la voie de signalisation Notch 
Nous ne savons que peu de choses sur les événements conduisant à l’activation de la 
voie de signalisation Notch. Néanmoins, l’équipe du Dr Maillard a mis en évidence que, lors 
d’une réaction du greffon contre l’hôte, les ligands DLL1 et DLL4, exprimés à la surface des 
cellules stromales des organes lymphoïdes secondaires, sont responsables de l’activation de la 
voie Notch au sein des cellules T CD4 et CD8533,535,536,557. Leurs études démontrent que Notch 
n’est pas requis tout au long de la réponse lymphocytaire pour induire son effet lors de la 
réaction du greffon contre l’hôte532. Au contraire, l’activation de la voie est requise tôt, dans les 
deux premiers jours, pour affecter durablement la réponse des LT. Enfin, il a été démontré que 
c’est la voie canonique (dont les effets sont la conséquence de l’induction de la transcription de 
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gènes cibles par l’association du NICD avec RBPJk aux promoteurs de ces dernières suites à 
l’activation de la voie par les ligands) qui est responsable des effets induits par la voie Notch 
dans les LT CD8 dans le cadre d’une réaction du greffon contre l’hôte ou d’une infection virale 
par le virus de la grippe473,536. Cependant, il serait intéressant de comprendre les modalités de 
l’activation de la voie de signalisation Notch dans les LT CD8, suite à une infection bactérienne 
aiguë. Nous souhaiterions évaluer lequel des deux récepteurs Notch1 ou Notch2 est important 
dans la réponse lymphocytaire ou si ces deux récepteurs ont des rôles redondants ou distincts. 
L’étude du Dr Amsen démontre que ces deux récepteurs, Notch1 et Notch2, ont des rôles 
redondants dans la génération de SLEC, Notch1 ayant un rôle prédominant. L’infection de 
souris dont les LT CD8 seraient déficientes pour Notch1 uniquement ou pour Notch2 
uniquement permettra de répondre à cette question. L’utilisation d’anticorps bloquants dirigés 
contre chacun des ligands, seuls ou en combinaisons, et à différents moments de la réponse 
lymphocytaire nous permettra de déterminer quels sont les ligands responsables de l’activation 
de la voie et le moment où cette dernière doit être activée pour induire ses effets au sein des 
LTe. Enfin, l’infection de souris exprimant une forme tronquée de la protéine MAML, 
empêchant ainsi son interaction avec le NICD et donc d’induire la transcription de gènes cibles, 
permettra de comprendre si les effets induits par la voie Notch dans les LT CD8 est la 
conséquence de l’activation de la voie canonique ou non de Notch. 
Mieux connaître les modalités de l’activation de la voie de signalisation Notch est important 
pour permettre l’établissement de stratégie thérapeutique visant à activer ou supprimer son 
activation.  
 
3.2 Rôle de la voie de signalisation Notch dans les LT CD8 lors 
d’une infection chronique 
Nous avons choisi le modèle d’infection chronique induit par le virus LCMVcl13 pour 
étudier le rôle de la voie de la voie de signalisation Notch dans l’épuisement des LT CD8, car 
c’est le modèle le mieux caractérisé et le plus utilisé pour comprendre les mécanismes 
conduisant à la dysfonction des cellules T. Ceci s’explique par le fait qu’il existe deux souches 
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du virus LCMV, la première appelée Armstrong induit une infection aigüe induisant une forte 
réponse lymphocytaire CD8 tandis que la seconde nommée clone 13, qui dérive de la première, 
est responsable d’induire une infection chronique qui persiste environ 3 mois dans la souris et 
qui conduit à un fort épuisement des LT CD8. Ainsi, ces deux souches ont été largement utilisées 
pour étudier les mécanismes conduisant à l’épuisement des cellules T. Si c’est dans ce modèle 
que l’épuisement des cellules T a été initialement décrit, il a rapidement été constaté que ce 
phénomène se produit dans d’autres modèles animals comme dans l’hépatite virale murine, 
l’infection par le virus de l'immunodéficience simienne chez les primates, les infections causées 
par l’hépatite B ou C chez l’humain ou encore dans le cas du virus de l'immunodéficience 
humaine, mais aussi dans les cas de cancer599-606}. Dans tous ces modèles, la cause de 
l’épuisement des LT CD8 est la persistance de l’antigène et de l’inflammation et se manifeste 
par l’expression de récepteurs inhibiteurs, ce qui conduit à la perte graduelle de leur 
fonctionnalité358. Ce modèle d’infection chronique est particulièrement intéressant puisqu’il a 
non seulement permis de comprendre comment l’épuisement des LT s’établit, mais a aussi 
permis le développement de stratégies thérapeutiques pour combattre les infections chroniques 
et les cancers558,563,607,608. Cependant, ce modèle n’est pas suffisant à lui seul pour comprendre 
comment s’établit les mécanismes d’épuisement. En effet, l’environnement tumorale est très 
différent d’un organe infecté, ce qui peut conduire à des divergences importantes dans la réponse 
des Lt CD8.   
   
3.2.1 La voie de signalisation Notch, l’expansion clonale des LT 
CD8 et la structure de la rate 
Nous avons démontré que suite à une infection chronique, la fréquence et le nombre de 
LT CD8 déficients pour Notch répondant spécifiquement à l’infection en cours sont plus élevés 
à jour 8 post-infection. Cependant, plus tard dans la réponse, la fréquence de ces populations est 
similaire entre les LT CD8 sauvages et déficients pour Notch tandis que les nombres sont 
toujours plus importants en l’absence de la voie Notch. Ceci s’explique par le fait que le volume 
(résultat non montré) ainsi que les nombres cellulaires des rates des souris sauvages ont diminué 
entre le jour 8 et le jour 30 post-infection, ce qui n’est pas le cas des rates de souris dont les LT 
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CD8 sont déficients pour la voie Notch. Or, il est maintenant bien connu que le virus LCMVcl13 
peut infecter les cellules réticulées fibroblastiques (FRC) des organes lymphoïdes secondaires, 
ce qui conduit à une destruction de ces dernières par les LT CD8 répondants à l’infection, 
provoquant ainsi une hypertrophie de la rate notamment609-611. Cela suggère que la perte de 
fonctionnalité des LT CD8 au cours du temps suite à l’infection permet de protéger la cellularité 
et la structure de la rate. Néanmoins, les LT CD8 déficients pour Notch ont une fonctionnalité 
similaire à celles des LT CD8 sauvages aux temps précoces après l’infection. Une autre 
possibilité réside dans le fait que les FRC infectés expriment de forts niveaux d’expression du 
ligand PD-L1, ce qui les protège des LT CD8 activés. Ainsi, les LT CD8 déficients, qui 
expriment de plus forts niveaux d’expression du RI PD-1, seraient plus sensibles aux signaux 
transmis par ce dernier, conduisant ainsi à une plus forte inhibition des cellules T qui 
interagissent avec les FRC, préservant ainsi l’architecture et la cellularité de la rate. Il est 
possible que le maintien de cette architecture favorise une meilleure activation des LT CD8, ce 
qui pourrait expliquer le nombre plus important de LT CD8 spécifiques de l’infection en cours 
à des temps plus tardifs.  
Le fait qu’il y ait plus de LT CD8D/D répondants à l’infection en cours est surprenant 
puisqu’il a été démontré que la voie Notch régule négativement l’apoptose dans certaines lignées 
cancéreuses humaines et dans les cellules T (Jurkat)547,612. Premièrement, la voie de 
signalisation Notch induit l’expression de gène dont les protéines ont un effet anti-apoptotique 
tel que Bcl-2 et la « Flice-like inhibitor protein » FLIP547. Deuxièmement, la protéine Notch1 
est capable d’interagir avec la protéine src kinase p56Lck et la protéine PI3K pour activer la voie 
Akt/PKB, ce qui s’oppose à l’induction de l’apoptose bien que le mécanisme exact ne soit pas 
bien compris547. Troisièmement, il a été démontré dans les thymocytes immatures que Notch1 
et Notch4  induisent directement l’expression de c-myc, responsable d’induire l’expression de 
la survivine et de l’inhibiteur de l’apoptose IAP613. Enfin, dans les LT CD8, l’absence de Notch 
corrèle avec une diminution de la prolifération cellulaire in vitro527,528. Ainsi, il est difficile 
d’expliquer comment l’absence de la voie de signalisation Notch peut conduire à une expansion 




3.2.2 La voie de signalisation Notch et l’expression des récepteurs 
inhibiteurs 
Nous avons découvert un rôle essentiel de la voie de signalisation Notch dans la lutte 
contre l’épuisement des LT CD8. En effet, l’absence de cette voie dans les cellules T CD8 
conduit à une plus forte expression des RI PD-1 et Lag-3 à des temps tardifs de l’infection (jour 
15 post-infection et plus) suggérant que ces derniers sont plus épuisés. Or, il est déjà bien connu 
que l’expression des RI est l’une des causes de l’état d’épuisement des LT CD8 puisque les 
traitements utilisant des anticorps bloquant ces voies conduisent à un gain de fonctionnalité des 
cellules T, ce qui conduit à une diminution de la charge virale ou de la croissance 
tumorale244,283,316,368,369,563,614-618. De plus, la co-expression de Lag-3 et PD-1 identifie les LT 
CD8 sévèrement épuisés et dysfonctionnels dans différents types de cancers, dont le cancer de 
l’ovaire chez l’Homme619-621. En accord avec cela, un traitement bloquant les deux voies 
synergisent pour améliorer la fonctionnalité des LT CD8622. Parmi les mécanismes induisant 
l’expression des différents RI lors d’une infection chronique, ceux contrôlant l’expression de 
PD-1 sont les mieux connus. Il est surprenant d’observer une augmentation de l’expression de 
PD-1 dans des LT CD8 déficients pour la voie Notch puisqu’il a déjà été démontré par notre 
laboratoire que cette voie contrôle directement l’expression de PD-1 lors de l’activation in vitro 
des cellules T272. Néanmoins, nous savons aussi que Notch contrôle l’expression de T-bet et 
nous observons de plus une forte diminution de l’expression de ce dernier dans les LT épuisés 
déficients pour Notch suite à une infection chronique515,545,569. Or, ce facteur de transcription est 
connu pour réprimer l’expression de PD-1 en se liant à son promoteur355. De plus, la diminution 
de T-bet dans les LT CD8 épuisés conduit à une plus forte expression des RI Lag-3, CD160 et 
BTLA-4 en plus de PD-1, ce qui suggère que ce FT contrôle négativement leur expression bien 
que nous ne sachions pas s’il se fixe directement au promoteur de chacun de ces RI355. Ainsi, 
l’absence de Notch induirait une plus faible expression de T-bet, conduisant alors à une plus 
forte expression de PD-1 et Lag-3.   
Il est aussi connu que l’un des facteurs de transcription responsable de l’expression de 
PD-1 est FoxO1 dont l’activité est régulée négativement par la voie PI3K-Akt-mTOR201. En 
effet, une forte activation de la voie PI3K-Akt-mTOR conduit à la phosphorylation de FoxO1 
par Akt, ce qui entraîne sa dégradation et empêche ou diminue l’expression de PD-1. Or, il a été 
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démontré que la voie de signalisation Notch favorise l’activation de la voie PI3K-Akt dans 
diverses lignées de cellules cancéreuses ainsi que dans les cellules T473,489,547,578,612,623,624. 
Notamment, Notch1 favorise l’activation d’Akt en interagissant directement avec PI3K et en 
favorisant l’activation de mTORC2 bien que les mécanismes moléculaires précis ne soient pas 
encore bien compris547,612,623,625. En accord avec cela, une étude récente a démontré que 
l’absence de la voie de signalisation Notch corrèle avec une plus faible activation de la voie 
mTOR-Akt dans les LT CD8 répondants à une infection par le virus de la grippe473. En plus 
d’une activation plus faible de cette voie, les LT CD8D/D expriment de plus faibles niveaux 
d’expression de la forme phosphorylée (inactive) de la protéine FoxO1, suggérant que celle-ci 
est plus active pour induire la transcription de gènes cibles473. Ainsi, l’expression plus 
importante de PD-1 dans les LT CD8 déficients pour Notch pourrait être la conséquence d’une 
plus faible activation de la voie PI3K-mTOR-Akt permettant ainsi une activité soutenue de 
FoxO1 au promoteur de PD-1 pour induire son expression. Ce mécanisme pourrait expliquer 
pourquoi l’absence de Notch corrèle avec une augmentation de l’expression de PD-1 alors que 
nous avons démontré que le NICD peut se fixer directement au  promoteur de ce dernier pour 
induire son expression272.   
 
3.2.3 La fonctionnalité des LT CD8 et la voie de signalisation Notch 
En plus d’exprimer de plus forts niveaux d’expression de PD-1 et Lag-3, les LT CD8 
déficients pour Notch produisent moins d’IFN-g, de TNF-a et de GrzmB à des temps tardifs de 
l’infection tandis que seule la GrzmB est moins exprimée au stade aigu de la maladie (jour 8 
post-infection). Ainsi, il semblerait que la voie de signalisation Notch contrôle directement 
l’expression de la GrzmB, comme cela a déjà été démontré dans les cellules T CD8526,528,531. 
Malgré qu’il soit connu que cette voie contrôle aussi l’expression de l’IFN-g, il semblerait que 
ça ne soit pas le mécanisme expliquant la plus faible expression de celui-ci puisque son 
expression ne diminue que tardivement dans la réponse (jour 15 et jour 30 post-infection) 
513,515,516,519,526-528,531,536,545,553. En effet, les signaux inflammatoires de l’infection semblent être 
suffisants pour compenser l’absence de Notch au pic de la réponse pour induire l’expression de 
l’IFN-g. Ainsi, cette perte graduelle d’expression ainsi que celle du TNF-a seraient la 
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conséquence de l’épuisement des LT CD8. Cette diminution d’expression de cytokines pourrait 
être la conséquence de l’action négative des RI PD-1 et Lag-3 exprimés plus fortement à la 
surface des LT CD8 déficients pour Notch. Il est en effet connu que le blocage de ces deux voies 
synergisent pour améliorer la fonctionnalité des LT CD8 et en particulier leur capacité à produire 
de l’IFN-g622. Cependant, le blocage de la voie PD-1 ne permet pas de restaurer la sécrétion de 
cytokines dans les LT CD8D/D. Étant donné que T-bet est capable de se lier directement au 
domaine CNS22 du promoteur de l’IFN-g pour induire son expression, il est possible que la plus 
faible expression de cette cytokine soit la conséquence de la diminution d’expression de T-bet 
en l’absence de Notch545. Enfin, il est connu que le NICD est capable de séquestrer p50 et c-Rel 
dans le noyau des cellules et plus précisément au promoteur de l’IFN-g, ce qui a pour 
conséquence de soutenir son expression au cours du temps509. Ainsi, l’absence de Notch 
empêcherait la rétention nucléaire de NFkB, ce qui conduirait à une plus faible expression de 
cette cytokine. 
 
3.2.4 Notch contrôle la différenciation des LT CD8 épuisés 
Nous avons démontré un rôle important de la voie de signalisation Notch dans la 
différenciation des LT CD8 épuisés. La voie de signalisation Notch contrôle l’expression de T-
bet, ce qui pourrait expliquer la plus faible proportion de progéniteurs définie par E. John 
Wherry (T-betfortPD-1int) en son absence545. Par ailleurs, l’absence de Notch dans les LT CD8 
améliore l’expression du FT EOMES, ce qui est contradictoire avec le fait que cette voie 
contrôle directement son expression, mais corrèle avec une étude faite dans le cadre de la 
maladie du greffon contre l’hôte536. La plus forte expression de EOMES a pour conséquence 
l’augmentation des proportions des LT CD8 terminalement différenciés (EOMESfortPD-1fort). 
Cependant, il est aussi possible que le contrôle de l’expression de T-bet et EOMES par Notch 
soit indirect. En effet, cette voie affecte postiviment l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR473. 
Or, il est connu que cette voie est responsable d’inhiber la forme active de FoxO1 en 
phosphorylant ce dernier. Ainsi, l’absence de Notch serait responsable d’une plus faible 
activation de la voie PI3K-Akt-mTOR, ce qui favoriserait l’activité du FT FoxO1. Or, FoxO1 
est connu pour réprimer l’expression de T-bet tandis qu’il induit l’expression d’EOMES626. Ce 
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mécanisme expliquerait comment la voie de signalisation Notch contrôle la différenciation des 
LT CD8 épuisés en favorisant la génération de LT CD8 différenciés de façon terminale au 
détriment des progéniteurs.  
De plus, la plus forte activité du FT FoxO1 dans les LT CD8 déficients pour Notch 
conduirait à une plus forte expression de la molécule TCF-1, un FT essentiel à la génération des 
LT CD8 folliculaires. En effet, TCF-1 se lie au promoteur de Bcl-6 pour induire son 
expression361. Or, Bcl-6 est aussi essentiel à la génération des LT CD8 folliculaires puisque sa 
délétion empêche la génération de ces derniers360-362. De plus, TCF-1 se lie aussi aux promoteurs 
de prdm1, Havcr2 et Cish, codant pour les protéines Blimp-1, Tim3 et Cish pour réprimer leur 
expression, ce qui permet la génération des LT CD8 folliculaires570. Ainsi, la plus forte 
expression de TCF-1 dans les LT CD8D/D serait suffisante pour favoriser la génération de LT 
CD8 folliculaires.  
Une autre possibilité pouvant expliquer comment l’absence de Notch favorise la 
génération de LT CD8 folliculaires réside dans le fait que la voie de signalisation des IFN de 
type I empêche la génération de ces derniers. Ainsi, il est possible que l’absence de Notch 
induise un défaut d’activation de la voie aux IFN de types I, en régulant directement l’expression 
de son récepteur par exemple, favorisant ainsi la génération de LT CD8 folliculaires361.  
Enfin, une autre possibilité réside dans le fait que la différenciation des LT CD8 
folliculaires en LT CD8 épuisés de façon terminale (TCF-1-) requiert l’activation de la voie de 
signalisation Notch. Ainsi, en absence de Notch les LT CD8 folliculaires proliféreraient, mais 
ne pourraient pas se différencier de façon optimale en LT CD8 épuisés de façon terminale (TCF-
1-). 
Il est intéressant de constater que deux sous-populations de LT CD8 épuisés (LT CD8 
folliculaires et progéniteurs définis par E. John Wherry T-betfortPD-1int) ont été identifiées 
comme ayant gardé certaines de leurs fonctions en plus d’être encore capables de proliférer en 
réponse ou non à un traitement bloquant la voie de PD-1249,283,356,359-362. En effet, les progéniteurs 
définis par l’équipe du Dr E. John Wherry (T-betfortPD-1intEOMESfaible) sont en partie distincts 
des LT CD8 folliculaires (TCF-1+) puisque parmi ces derniers, certaines cellules expriment 
fortement T-bet tandis que la majorité exprime fortement EOMES, le marqueur des LT CD8 
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différenciés de façon terminale selon le Dr Wherry249. Une explication possible permettant de 
réconcilier ces données réside dans le fait que, parmi les LT CD8 folliculaires, seules les cellules 
exprimant fortement T-bet (TCF-1+T-betfort) seraient capables d’être revigorées. Étant donné 
que T-bet réprime l’expression de PD-1, ces cellules exprimeraient des niveaux intermédiaires 
de ce dernier et seraient les seules cellules à répondre à un traitement bloquant la voie PD-1.  
 Nous proposons un modèle permettant d’expliquer comment Notch contrôle la 
différenciation des LT CD8 épuisés (figure 22). L’activation de la voie de signalisation Notch 
permet l’induction de l’expression de la chaîne de haute affinité du récepteur à l’IL-2, CD25, ce 
qui rend les cellules plus sensibles aux signaux induits par l’IL-2. L’activation de la voie de 
l’IL-2 conduit à l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR, ce qui favorise la phosphorylation du 
FT FoxO1 et entraîner sa dégradation par le protéasome. À l’inverse, en absence de la voie de 
signalisation Notch, CD25 n’est que faiblement exprimé, ce qui pourrait être responsable de la 
plus faible activation de la voie PI3K-Akt-mTOR. Ainsi, l’activité du FT FoxO1 est plus 
importante, ce qui lui permet d’induire l’expression des gènes EOMES, PD-1 et TCF1 tandis 
qu’il réprime l’expression de T-bet. Ainsi, en l’absence de Notch, on génère plus efficacement 
des LT CD8 folliculaires et des LT CD8 différenciés de façon terminale EOMESfortPD-1fort au 





Figure 22. Modèlisation du rôle de la voie de signalisation Notch dans les LT CD8 
épuisés. A) Différenciation des LT CD8 épuisés en présence de la voie de signalisation 
Notch. L’engagement des récepteurs Notch1 ou Notch2 libère le NICD conduit à 
l’expression de la chaîne de haute affinité du récepteur à l’IL-2 et de T-bet. La voie de 
l’IL-2 induit fortement l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR. Cette voie phosphoryle 
le FT FoxO1 qui est alors dégradé par le protéasome. B) En absence de la voie de 



























de la voie PI3K-Akt-mTOR. Akt étant peu activée, elle ne peut réaliser la phosphorylation 
de FoxO1. Celui-ci peut alors migrer au noyau où il peut activer la transcription de 
EOMES, TCF-1 et PD-1 tandis qu’il peut réprimer l’expression de T-bet.  
 
3.2.5 La délétion génétique des récepteurs Notch ne permet pas de 
restaurer la fonctionnalité des LT CD8 suite à une immunothérapie 
bloquant la voie PD-1 
Il était déjà connu que seules certaines sous-populations de LT épuisés, telles que les 
progéniteurs (T-betfortPD-1int) définis par l’équipe de E. John Wherry et les LT CD8 
folliculaires, pouvaient être revigorées par un traitement bloquant la voie PD-1246,249,356,359. Or, 
la voie de signalisation Notch contrôle la différenciation de ces deux sous-populations, 
notamment en favorisant la génération de progéniteurs tandis qu’elle restreint la génération de 
cellules T CD8 folliculaires. De façon intéressante, nous avons démontré que l’absence de la 
voie de signalisation ne permettait pas de restaurer la fonctionnalité des LT CD8 suite à un 
traitement bloquant la voie de PD-1 et ce, malgré une plus forte proportion de LT CD8 
folliculaires. Ce résultat est intrigant, car il a été démontré que la prolifération induite par un 
blocage de la voie PD-1 est dépendante de l’expression de TCF-1249,362. Il est possible que la 
déficience de Notch favorise une proportion plus importante de cellules T CD8 folliculaires 
différenciées de façon aberrante ayant perdu certaines caractéristiques qui leur sont propres. 
Cependant, étant donné que la voie de signalisation Notch contrôle directement l’expression de 
molécules effectrices des LT CD8 (Perforine, GrzmB, IFN-g, etc…), il est possible que la 
restauration de leur fonctionnalité nécessite l’activation de la voie de signalisation Notch. 
Néanmoins, bloquer la voie de signalisation Notch simultanément au traitement de la voie PD-
1 ne semble pas empêcher de restaurer la fonctionnalité des cellules T CD8, suggérant que cette 
voie de signalisation est requise précocement pour permettre la restauration de la fonctionnalité 
des LT CD8.  
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3.2.6 La voie de signalisation Notch et son implication dans l’épuisement 
des LT CD8 lors d’un cancer 
Nos résultats suggèrent un rôle important de la voie de signalisation Notch dans la lutte 
de l’épuisement des LT CD8 suite à une infection chronique. Or, plusieurs études démontrent 
un rôle similaire de la voie Notch dans le cas de cancer. En effet, il a été démontré que la 
présence de cancer chez le patient ou chez la souris conduit à une diminution de l’expression 
des ligands DLL1 et DLL4 dans la moelle osseuse627. Cette diminution d’expression à la surface 
des cellules hématopoïétiques est la conséquence de la forte concentration de VEGF produite 
par les tumeurs. Les auteurs ont montré que cela avait un impact important sur la réponse 
lymphocytaire CD8 puisque la surexpression du ligand DLL1 dans les précurseurs de cellules 
de moelle osseuse conduit à une meilleure fonction des cellules T et à une diminution importante 
de la croissance tumorale627. De plus, l’activation de la voie de signalisation Notch dans les LT 
CD8 par la transduction du NICD1 ou par l’injection de ligand DLL1 sous forme oligomérisés 
ou enfin par le traitement avec du bortézomib conduit dans tous les cas à une plus forte 
expression de CD25, une plus forte production de cytokines et de molécules effectrices (IFN-g, 
GrzmB, perforine), ce qui corrèle avec une meilleure capacité cytolytique et une diminution 
importante de la croissance tumorale628-630. Parallèlement à cela, l’activation de la voie de 
signalisation Notch dans les LT CD8 augmente l’expression des FT T-bet et EOMES, ce qui 
pourrait affecter leur différenciation bien que cette question n’ait pas été adressée lors de 
cancer629,630. Enfin, il a été démontré qu’activer la voie Notch permet de contrer les effets 
immunosuppresseurs induits par le TGF-b630. Tous ces résultats sont en accord avec ceux 
obtenus à la suite d’une infection chronique et suggèrent que l’activation de la voie Notch dans 
les LT CD8 lutte contre l’épuisement des LT CD8 en augmentant leur fonctionnalité.  
 
3.2.7 Modèle du rôle de la voie Notch dans l’épuisement des LT CD8 
La voie de signalisation Notch semble contrôler différents aspects de la réponse 
lymphocytaire CD8 suite à une infection chronique. Nous proposons qu’en plus de son rôle 
direct dans l’expression de T-bet, l’absence de la voie Notch induit une plus faible activation de 
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la voie PI3K-Akt-mTOR conduisant à une plus forte activité du FT FoxO1. Ce dernier serait 
alors responsable de la répression transcriptionnelle de T-bet tandis qu’il induit l’expression des 
FT TCF-1 et EOMES et du RI PD-1. Ainsi, la différenciation des LT CD8 déficients pour Notch 
favoriserait la génération de cellules T différenciées de façon terminale et des LT CD8 
folliculaires au détriment de la sous-population de progéniteur. Ce modèle est en accord avec le 
fait que l’absence de Notch dans les LT CD8 épuisés induit un important défaut d’expression 
de la chaîne de haute affinité du récepteur à l’IL-2, CD25 (résultat non montré). Or, cette voie, 
comme celles de plusieurs cytokines dans les LT CD8, permet l’activation de la voie PI3K-Akt-
mTOR631. Il est aussi possible que d’autres voies capables d’activer la voie PI3K-Akt-mTOR 
soient affectées en l’absence de Notch. 
 
3.2.8 Perspectives 
3.2.8.1 Le rôle de la voie de signalisation Notch dans l’expansion clonale 
Nous avons démontré que l’expansion clonale est plus importante en absence de la voie 
de signalisation Notch. Cela pourrait être la conséquence d’une plus forte prolifération ou encore 
d’une meilleure survie des LT CD8D/D. Ainsi, il serait intéressant d’analyser la prolifération de 
ces derniers par l’utilisation de bromodésoxyuridine (BrdU). Nous avons déjà réalisé un 
marquage de la protéine Ki67 qui identifie les cellules dans les phases G1, S, G2 et M à 
différents temps post-infection (résultats non publiés). De façon surprenante, la proportion de 
cellules positives pour le marquage Ki67 est plus faible dans les LT CD8D/D à jour 8 post-
infection alors qu’elle est similaire aux LT CD8 fl/fl à jour 15 et jour 30. Ce résultat suggère 
qu’en absence de Notch, une plus faible proportion de LTe prolifère, ce qui suggère que la voie 
Notch contrôlerait la survie de ces derniers puisqu’ils sont plus nombreux tout au long de 
l’infection. La survie des LT CD8 sera évaluée à l’aide de marquage de l’annexine V et 7-
aminoactinomycin D (7-AAD) qui identifie les cellules en apoptose et en nécrose 
respectivement. Cela nous permettra de comprendre par quel mécanisme la voie Notch agit pour 




3.2.8.2 Le rôle de la voie Notch dans l’expression des récepteurs inhibiteurs 
Nous avons démontré qu’en absence de la voie de signalisation Notch, les LT CD8 
épuisés expriment de plus forts niveaux d’expression des RI PD-1 et Lag-3, ce qui pourrait être 
à l’origine de l’épuisement plus sévère de ces derniers. De plus, ce phénotype s’accompagne 
d’une diminution de l’expression du facteur de transcription T-bet, lequel est connu pour 
réprimer l’expression de PD-1. De surcroît, il est connu que Notch contrôle directement 
l’expression de T-bet dans les cellules T515,545,569. Ainsi, l’absence de la voie de signalisation 
Notch ne permettrait pas l’expression optimale de T-bet, conduisant à une dérépression de 
l’expression de PD-1, ce qui pourrait être la cause d’un épuisement plus sévère des LT CD8. Il 
serait donc intéressant de restaurer l’expression du facteur de transcription T-bet dans les LT 
CD8 déficients pour la voie de signalisation Notch pour évaluer le rôle de la plus faible 
expression de T-bet sur l’expression de PD-1 et d’évaluer son impacte global dans l’épuisement 
des LT CD8 déficients pour la voie de signalisation Notch. 
Étant donné que l’absence des récepteurs Notch1 et Notch2 corrèle avec une plus forte 
expression de récepteurs inhibiteurs conduisant à un état d’épuisement plus important des LT 
CD8, il serait intéressant de surexprimer le NICD dans des cellules T sauvages pour déterminer 
si cela prévient l’épuisement des cellules T CD8. Nous souhaiterions aussi évaluer le potentiel 
thérapeutique de l’activation de la voie de signalisation Notch suite à l’injection de la molécule 
methylhemeanthidine chloride (NMHC) ou suite à l’injection de ligands DLL1 oligomérisés ou 
encore par le traitement des souris avec le bortézomib629,630,632. La molécule NMHC a été 
découverte comme inhibant la croissance tumorale de la leucémie myéloïde aiguë en activant la 
voie de signalisation Notch. En effet, cette molécule se lie à Notch1 dans le domaine NRR et il 
est supposé que cette interaction a les mêmes effets que les mutations induisant l’activation 
constitutive de la voie Notch632. Le bortézomib est un antinéoplasique utilisé dans le traitement 
contre le cancer et il a été découvert que cette molécule favorise l’activation de la voie de 
signalisation Notch, notamment dans les LT CD8 bien que le mécanisme permettant cela n’est 




3.2.8.3 Rôle de la voie Notch dans la différenciation des LT CD8 épuisés 
La déficience de la voie de signalisation Notch favorise la différenciation de LT CD8 
TCF-1+ folliculaires. Cependant, les LT CD8 folliculaires ont pour caractéristique d’avoir gardé 
une partie de leur fonctionnalité, mais ont aussi la capacité d’être revigorés suite à une 
immunothérapie ciblant la voie PD-1. Or, ce n’est pas le cas des LT CD8D/D folliculaires. C’est 
pourquoi il sera intéressant d’analyser plus en profondeur les phénotypes des LT CD8 
folliculaires déficients pour la voie Notch et de les comparer avec ce qui est connu dans la 
littérature afin de s’assurer que les LT CD8D/D exprimant fortement TCF-1 sont bien des LT 
CD8 folliculaires. Analyser leur localisation dans les organes lymphoïdes secondaires serait 
intéressant pour s’assurer que ces derniers sont bien présents dans les follicules B bien que leur 
localisation précise dans l’OLS est encore controversée249,359,360.  Dans le but de tester 
l’hypothèse selon laquelle la voie Notch contrôle la différenciation des LT CD8 épuisés en 
contrôlant l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR, nous souhaitons dans un premier temps 
vérifier que cette dernière est bien plus faiblement activée dans les LT CD8 épuisés déficients 
pour Notch. Pour ce faire, nous réaliserons des marquages des formes totales et phosphorylées 
des protéines Akt, S6 et FoxO1. Si nous observons une plus faible activation de cette voie dans 
les LT CD8D/D, nous souhaiterions transduire les LT CD8 déficients pour Notch avec une forme 
constitutivement active de la protéine Akt633. Ainsi, si notre hypothèse est la bonne, nous nous 
attendons à restaurer la génération de progéniteurs (T-betfortPD-1int) tandis que les LT CD8 
folliculaires (TCF-1+) et cellules terminalement différenciées (EOMESfortPD-1fort) sont 
présentes en plus faibles proportions suite à la surexpression de la forme constitutivement active 
d’Akt. Il sera aussi intéressant d’analyser l’effet de la surexpression de la forme constitutive 
d’Akt sur la fonctionnalité des LT CD8 déficients pour Notch (production de cytokines et 
analyse de la charge virale) 30 jours post-infection. 
Il sera aussi intéressant de trier les LT CD8 folliculaires déficients pour Notch à un stade 
avancé (>40 jours) de l’infection pour les transférer dans des souris infectées depuis 40 jours 
dans le but d’évaluer si la déficience de la voie Notch empêche ces cellules de proliférer comme 
elles le devraient, mais aussi pour tester leur fonctionnalité avec ou sans 
immunothérapie249,359,362. Pour ce faire, nous utiliserons les marqueurs de surface KLRG1 et 
Slamf6 pour discriminer les cellules CD8 folliculaires (KLRG1-Slamf6fort) des cellules 
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différenciées de façon terminale (KLRG1+Slamf6int)249,359,360. Enfin, cette expérience nous 
permettra de valider l’hypothèse selon laquelle la voie de signalisation est requise pour la 
différenciation des LT CD8 folliculaires en LT CD8 épuisés de façon terminale (TCF-1-
Slamf6int). En plus de cette expérience, pour confirmer le rôle éventuel de la voie Notch dans la 
différenciation des LT CD8 folliculaires (TCF-1+) en LT CD8 différenciés de façon terminale 
(TCF-1-), nous bloquerons la voie Notch avec des anticorps bloquant dans les souris allant 
recevoir les cellules les LT CD8 folliculaires de type sauvages pour voir si cela empêche la 
différenciation en cellules T différenciées de façon terminale (TCF-1-).  
3.2.8.4 La voie de signalisation Notch et l’épuisement des LT CD8 
Les mécanismes moléculaires conduisant à un épuisement plus sévère des LT CD8 en 
absence de la voie de signalisation ne sont pas encore compris et peuvent être multiples. Tester 
la surexpression de T-bet à lui seul ne permettrait sûrement pas d’expliquer tous les phénotypes 
observés en absence de la voie Notch. Ainsi, il serait intéressant d’identifier toutes les cibles 
transcriptionnelles de la voie de signalisation Notch, ce qui nous permettrait de découvrir le 
programme transcriptionnel induit par Notch dans les LT CD8 épuisés, mais aussi de découvrir 
des voies connues pour influencer l’épuisement des LT CD8. La manipulation de ces voies, 
notamment le blocage ou la suractivation de celles-ci, nous permettra d’évaluer le rôle de 
chacune dans l’établissement de l’épuisement plus sévère des LT CD8 en absence de Notch. 
Cette expérience permettra d’identifier toutes les voies contrôlées par Notch et connues pour 
activer la voie PI3K-Akt-mTOR. Il sera ainsi possible de comprendre comment la voie de 
signalisation Notch contrôle et lutte contre l’épuisement des LT CD8, ce qui permettra peut-être 
le développement de stratégies thérapeutiques visant à réduire l’épuisement des LT.        
 
3.2.8.5 Modalité d’activation de la voie de signalisation Notch 
Nous ne savons que peu de choses sur les modalités d’activation de la voie de 
signalisation Notch dans les LT CD8 épuisés. Nous savons que les récepteurs Notch1 et Notch2 
sont les seuls récepteurs de la voie à être exprimés dans les LT CD8473,526,527,567. L’utilisation 
d’anticorps bloquants les ligands DLL1 et DLL4 simultanément permet de récapituler les effets 
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observés en absence des récepteurs Notch1 et Notch2, ce qui suggère qu’ils sont majoritairement 
responsables d’induire la voie de signalisation au sein les LT CD8 épuisés. Il serait intéressant 
de savoir si c’est la voie canonique de Notch qui est requise dans les LT CD8. Pour évaluer le 
rôle de l’association de Notch avec RBJk au promoteur de gènes cibles afin d’induire leur 
expression, nous utiliserons des souris exprimant une forme négative dominante de la protéine 
MAML1. Nous souhaiterions aussi identifier quelles sont les cellules qui expriment les ligands 
de Notch et qui sont responsables de l’activation de la voie. Pour ce faire, nous allons dans un 
premier temps réaliser des chimères hématopoïétiques dans des souris sauvages ayant été 
irradiées à des doses létales avec de la moelle osseuse de souris déficientes pour les ligands 
DLL1 DLL4. Cela nous permettra d’évaluer le rôle des cellules hématopoïétiques, telles que les 
CPA, dans l’activation de la voie Notch dans les LT CD8. Enfin, il serait intéressant d’utiliser 
des souris, dont certains exons de DLL1 et DLL4 seraient flanqués de séquence loxp et qui 
exprimerait la recombinase Cre sous le contrôle du promoteur contrôlant l’expression de CCL-
19634. Ainsi, il serait possible de savoir si ce sont les mêmes cellules qui permettent l’activation 
de la voie Notch dans les LT CD8 suite à une maladie du greffon contre l’hôte ou suite à une 
infection chronique.  
Nous avons démontré que la voie Notch semble continuellement active dans les LT CD8 
épuisés. Seulement, nous avons aussi observé que le blocage de la voie Notch, simultanément à 
un traitement bloquant PD-1, n’empêche pas de restaurer la fonctionnalité des LT CD8. Cela 
pose la question du moment où il est important de recevoir le signal Notch pour permettre de 
restaurer la fonctionnalité des CD8 suite à une immunothérapie. Ainsi, il serait intéressant de 
bloquer la voie Notch au stade aigu de l’infection (de jour 0 à jour 8), puis de traiter les souris 
plus tard avec un anticorps bloquant PD-L1 pour déterminer si la voie Notch est requise 
précocement pour permettre de revigorer les LT CD8.  
  
3.2.9 Inter-relation entre les rôles de la voie Notch suite à une infection 
aiguë ou chronique 
 Notre laboratoire à découvert des rôles essentiels et opposés de la voie de signalisation 
Notch lors de la réponse lymphocytaire CD8 selon le type d’infection aiguë ou chronique. Cette 
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voie est en effet indispensable à la génération de LT CD8 différenciés de façon terminale 
(SLEC) suite à une infection aiguë tandis que son activation permet la génération des 
progéniteurs (T-betfortPD-1int) et lutte contre l’épuisement terminal des cellules T suite à une 
infection chronique. Cela pourrait s’expliquer par le fait que la voie de signalisation Notch est 
activée que de façon transitoire lors d’une réponse lymphocytaire aiguë tandis que la persistance 
de l’antigène et de l’inflammation semble contribuer à une activation continue de la voie lors 
d’une réponse chronique557. Ainsi, nous savons que lors d’une réponse aiguë, celle-ci n’est 
active que durant les 3 premiers jours suivant l’activation pour induire le programme 
transcriptionnel spécifique des SLEC notamment et permettre l’adaptation du métabolisme. Au 
contraire, lors d’une infection chronique, la voie semble être active tout au long de la réponse 
pour lutter contre l’épuisement des cellules T. Dans les deux cas, la voie Notch sensibilise les 
cellules au signal induit par l’IL-2 en contrôlant l’expression de CD25. Cependant, il est 
probable que Notch affecte d’autres voies de signalisation qui pourraient notamment affecter 
l’activation de la voie PI3K-Akt-mTOR suite à une infection chronique ou aiguë. Or, lors d’une 
infection aiguë, la voie PI3K-Akt-mTOR au stade effecteur permettrait l’adaptation du 
métabolisme, favorisant la génération de SLEC tandis qu’une activation soutenue de cette voie 
lors d’une infection chronique permettrait une meilleure expression de T-bet qui corrélerait avec 
une plus faible expression d’EOMES et PD-1, favorisant ainsi la génération de progéniteurs 
capables d’être revigorés suite à un traitement par des immunothérapies bloquant les récepteurs 
inhibiteurs.  
3.3 Applications thérapeutiques chez l’humain 
3.3.1 Contexte d’une réponse immunitaire aiguë 
Notre laboratoire a découvert un rôle essentiel de la voie de signalisation Notch dans la 
différenciation des LT CD8 lors d’une réponse immunitaire aiguë ou chronique. Suite à une 
vaccination à l’aide de cellules dendritiques chargées avec le peptide OVA (SIINFEKL) ou suite 
à une infection par Lm-OVA, les LT CD8 déficients pour la voie Notch produisent moins des 
cytokines telles que l’IFN-g, le TNF-a et l’IL-2 par rapport à des LT sauvages. Par ailleurs, la 
déficience de Notch impacte profondément la différenciation des LT CD8. L’absence de Notch 
empêche la génération de SLEC et favorise au contraire la génération de EEC et de MPEC.  
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Ainsi, il serait important de vérifier que tous ces résultats s’appliquent chez l’humain. 
Cela semble être le cas en ce qui concerne le rôle de la voie de signalisation Notch dans 
l’acquisition des fonctions effectrices528. Dans le cas de la vaccination, où l’inflammation 
induite est relativement faible, il serait nécessaire de s’assurer que le mode de vaccination 
permet l’activation de la voie de signalisation. Si ce n’est pas le cas, il serait intéressant de forcer 
l’activation de la voie de signalisation Notch afin de s’assurer de générer des LT CD8 
pleinement fonctionnels capables de produire et secréter des cytokines. De la même façon, il 
serait peut-être intéressant de forcer l’activation de la voie de signalisation Notch lors de 
l’activation des LT CD8 dans les protocoles de transfert adoptif de LT CD8 éduqué pour 
reconnaître les cellules tumorales des patients. Cependant, il faudra s’assurer que ce traitement 
ne conduise pas à la différentiation terminale des cellules. Étant donné que la fenêtre 
d’activation de la voie Notch lors d’une réponse T aiguë semble être très précoce568, il est 
possible d’utiliser la molécule N-methylhemeanthidine chloride (NMHC), connu pour activer 
la voie de signalisation Notch, ou encore d’utiliser le ligand DLL1 sous forme de multimères,  
dans la culture utilisée pour activer les LT CD8 avant leurs injection aux patients635,636. À 
l’inverse, dans le cas de pathologies induites par l’activité des LT CD8, il serait bénéfique de 
bloquer l’activation de la voie de signalisation Notch. En effet, le blocage de la voie Notch 
apparaît comme étant très intéressant dans le cas de la maladie du greffon contre l’hôte. Le 
blocage de la voie Notch dans le cas d’une greffe de moelle osseuse d’une souris B6 dans une 
souris BALB\c conduit à une plus faible production d’IFN-g et d’IL-2 par les LT CD8 
répondants ce qui, non seulement empêche l’apparition de GVHD tout en permettant 
l’élimination de cellules leucémiques532. Ainsi, dans le cas de pathologies induites par l’activité 
des LT CD8, comme c’est le cas dans certaines maladies auto-immunes par exemple, le blocage 
de la voie de signalisation semble être intéressant. Pour ce faire, il est possible d’injecter des 
anticorps humanisés bloquants soit les récepteurs, soit les ligands, seul ou en combinaison. Étant 
donné que l’absence de la voie Notch favorise une différenciation des LTe en EEC et MPEC, il 
serait intéressant d’analyser l’effet du blocage total ou partiel de la voie dans les LT CD8 
humains afin de déterminer s’il est possible d’obtenir de grande quantité de LTm fonctionnelle 
et à longue durée de vie.  
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3.3.2 Contexte d’une réponse immunitaire chronique 
Lors d’une infection chronique, la voie de signalisation est constitutivement active et 
lutte contre l’épuisement des LT CD8. En effet, son absence induit une plus forte expression 
des récepteurs inhibiteurs PD-1 et Lag-3 qui corrèle avec une plus faible expression de cytokines 
et de granzyme B. Cela a des conséquences fonctionnelles importantes puisque les souris dont 
les LT CD8 sont déficients pour Notch ne parviennent pas à contrôler la charge virale à des 
temps tardifs (Jour 30 et plus post-infection). Par ailleurs, l’absence de Notch favorise la 
différenciation terminale des LT CD8 au détriment de la sous-population de progéniteur. En 
revanche, l’absence de Notch favorise aussi la différenciation des LT CD8 folliculaires. Ces 
derniers sont décrits comme étant la sous population de LT CD8 épuisés capables de proliférer 
et ce faisant de renouveler les populations de cellules T terminallement différenciées249,361,362. 
C’est aussi la seule sous population capable de proliférer suite à une immunothérapie bloquant 
PD-L1. Toutefois, l’immunothérapie bloquant le ligand de PD-1 ne permet pas d’observer une 
prolifération des LT CD8 déficients pour Notch suggérant qu’en absence de Notch, les LT CD8 






















La réponse lymphocytaire permet la protection de l’organisme contre les cancers et les 
infections. Les LTe sont responsables d’éliminer l’agent infectieux ou les cellules tumorales 
alors que les LTm permettent la protection à long terme de l’organisme contre une réinfection 
par le même pathogène ou lors d’une rechute dans le cas de cancer. La manipulation du système 
immunitaire permet déjà la protection d’individus contre certaines infections et certains cancers. 
Notamment, la vaccination permet de sauver des millions de vies par an tandis que les premiers 
essais de thérapies cellulaires contre le cancer donnent des résultats prometteurs. Cependant, 
mieux comprendre les mécanismes moléculaires dirigeant la différenciation des LT CD8 
permettrait d’améliorer les stratégies de vaccination et celles des thérapies cellulaires pour 
favoriser la formation de LTm fonctionnels et à longue durée de vie. Or, notre laboratoire a 
découvert un rôle essentiel de la voie de signalisation Notch dans les événements de 
différenciation des LT CD8 périphériques. 
À la suite d’une infection aiguë, nous avons découvert que la voie de signalisation Notch 
contrôle la fonctionnalité des LT CD8 de paires avec d’autres signaux inflammatoires. En effet, 
lors d’une immunisation avec des cellules dendritiques chargées avec un peptide antigénique, la 
voie de signalisation Notch est particulièrement importante pour induire l’expression de 
cytokines telles que l’IFN-g, le TNF-a et l’IL-2. Cette diminution de production de cytokines a 
des effets sur la fonctionnalité des LT CD8 puisque ces derniers sont moins efficaces pour 
l’élimination de Lm. En revanche, lors d’une infection, l’inflammation générée par cette 
dernière permet de compenser l’absence de la voie Notch pour induire l’expression de cytokines. 
Nous avons aussi découvert que la voie de signalisation Notch est essentielle à la génération des 
LT CD8 différenciés de façon terminale (SLEC) suite à une réponse lymphocytaire aiguë. En 
effet, l’absence de la voie Notch empêche la génération de SLEC suite à une vaccination ou une 
infection révélant un rôle encore complètement inconnu auparavant. Enfin, l’absence de la voie 
de signalisation Notch n’empêche pas la génération de LTm, cependant la fonctionnalité de ces 
derniers sera affectée et en particulier la capacité de produire de l’IFN-g suite à une restimulation 
antigénique. Ainsi, activer la voie de signalisation Notch pourrait permettre de favoriser 
l’activation de LT CD8 hautement fonctionnels capables de générer des LTm, ce qui serait 
bénéfique dans le cadre de la vaccination ou lors de transfert adoptif de LT activés dans le cadre 
d’une thérapie cellulaire dirigée contre une tumeur. Au contraire, il est envisageable de bloquer 
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la voie de signalisation Notch dans le cas de maladie auto-immune pour diminuer la 
physiopathologie induite par l’activation des LT CD8.  
De la même manière, nous avons découvert un rôle essentiel de la voie de signalisation 
Notch dans les LT CD8 répondant à une infection chronique. Cette voie lutte en effet contre 
l’état d’épuisement induit par la persistance antigénique et la persistance de l’inflammation. Son 
absence corrèle avec une perte plus importante des fonctions effectrices des LT CD8 conduisant 
à une perte de contrôle de la virémie à des stades tardifs de la maladie. De plus, cette voie 
contrôle la différenciation des LT CD8 épuisés en favorisant la différenciation des progéniteurs 
tandis qu’elle limite la génération de LT CD8 folliculaires. Ces résultats suggèrent qu’activer la 
voie de signalisation Notch lors d’infection chronique permettrait de lutter contre l’épuisement 
des LT CD8 ce qui pourrait améliorer le contrôle de la charge infectieuse ou la croissance 
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